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BMP  Bone morphogenic protein 
cDNA  zur mRNA komplementäre DNA  
CSF Colony stimulating factor 
DNA  Desoxyribo-Nucleic-Acid  
dpi Bildpunkte pro Zoll (dots per inch)  
EGF  Epidermal growth factor 
EZM  Extrazelluläre Matrix  
GDF Growth and differentiation factors 
IGF-1  Insulinähnlicher Wachstumsfaktor I  
IGF-2  Insulinähnlicher Wachstumsfaktor II  
IgG Immunglobulin G 
Ihh Indian hedgehog 
IL Interleukin 
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Kb  Kilobasen  
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LAP Latency associated protein 
LL-TGF-β Large Latent TGF-β Complex 
MAD mothers against decapentaplegic (Drosophila-Protein) 
MMP  Matrix-Metalloproteinase 
mRNA  Boten-Ribonukleinsäure 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDGF  Platelet derived growth factor  
PTHrP Parathormon-related Protein 
SMAD Kunstwort aus MAD und SMA. 
SDS  Natrium-Dodecyl-Sulfat 
SL-TGF-β Small Latent TGF-β Komplex 
SMA smaller worms (Gen aus Caenorhabditis) 
TGF  Transformierender Wachstumsfaktor 
TNF Tumor Nekrose Faktor 
RNA  Ribo-Nucleic-Acid 
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1. Einleitung 
1.1. Problemstellung 
Die in vivo Funktion des Latent transforming growth factor (TGF)-β 
binding protein 1 (LTBP-1) ist bisher unvollständig geklärt [28, 32, 61, 106, 
109]. Aus diesem Grunde wurde im Institut für Klinische Chemie und 
Pathobiochemie eine Mauslinie hergestellt, der das Gen für LTBP-1 fehlt. Der 
Phänotyp der Knockoutmäuse wurde im Vergleich zum Wildtyp untersucht. 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit möglichen Auswirkungen der LTBP-1-
Gendeletion auf die Schädelmorphologie und die Knochendichte des 
Unterkiefers der Mäuse. Die meisten Studien, die sich mit den Effekten von 
TGF-β befassen, wurden mit gereinigtem und aktiviertem TGF-β durchgeführt 
(siehe Tabelle 1, Seite 14). Dabei wird die Aktivierung aus der in vivo 
vorliegenden, latenten Form heraus nicht berücksichtigt. Auch die exakte 
Zielführung und gezielte Aktivierung, die für den Wirkmechanismus des 
Wachstumsfaktors charakteristisch ist, wird unter den vereinfachten 
Bedingungen nicht entsprechend der in vivo-Vorgänge nachvollzogen. 
Da bisher keine LTBP-1-Knockout-Tiere gezüchtet wurden, existieren noch 
keine veröffentlichten Arbeiten, welche die Auswirkungen der LTBP-1-Non-
Expression bei Mäusen in vivo beschreiben. Untersuchungen zu den übrigen 
Isoformen LTBP 2-4 liegen bereits vor. 
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1.2. Zytokine 
Zytokin ist ein allgemeiner Begriff für eine große Gruppe von Molekülen. Es 
handelt sich um Proteine oder Peptide, auch Glykopeptide, die zum Beispiel im 
Verlauf von Immunantworten in die Signalübermittlung zwischen Zellen 
einbezogen sind. Zytokine binden an entsprechende Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche. Diese Bindung aktiviert dann eine Signalkaskade, die zu 
bestimmten Reaktionen innerhalb der Zelle führt. Sowohl von Immunzellen, wie 
von nicht immunologischen Zellen, werden Zytokine synthetisiert und 
sezerniert. Als Botenstoffe, über die Zellen miteinander Kontakt aufnehmen 
können, sind Zytokine mitverantwortlich für den erfolgreichen Ablauf einer 
Immunreaktion und koordinieren die Abwehr von Krankheitserregern. Des 
weiteren aktivieren oder deaktivieren sie Zellen und schützen so vor 
Gewebeschädigungen. Ihnen obliegt die Regulierung aller wichtigen 
biologischen Vorgänge; dazu zählt das Zellwachstum, die Zellaktivierung, 
Entzündung, Immunität, Gewebewiederherstellung, Fibrose und Morphogenese. 
Einige Zytokine haben auf spezifische Zelltypen chemotaktische Wirkung [41]. 
Die Einteilung von Zytokinen unterscheidet zudem zwischen 
entzündungsfördernden von entzündungshemmenden. Entzündungsfördernde 
Zytokine „locken“ Immunzellen zum Infektionsort. Es erfolgt eine stärkere 
Durchblutung des betroffenen Gewebes [41]. Entsprechend sorgen 
entzündungshemmende Zytokine dafür, dass nach erfolgreicher Bekämpfung 
des Krankheitserregers die Entzündung wieder zum Erliegen kommt. Die 
Balance der entzündungsfördernden und entzündungshemmenden Zytokine ist 
Voraussetzung dafür, dass der Erreger effektiv bekämpft wird, aber auch dafür 
verantwortlich, dass die Immunreaktion zum Erliegen kommt. Es kommt immer 
dann zu schwerwiegenden Erkrankungen, wenn das Zusammenwirken von 
entzündungsfördernden und entzündungshemmenden Zytokinen gestört ist. Die 
Krankheitserreger können entweder nicht beseitigt werden oder die 
Immunreaktion ist übermäßig und kommt nicht zum Stillstand, obwohl der 
Erreger nicht mehr vorhanden ist. Liegen entzündungsfördernde Zytokine im 
Überschuß vor oder sind zu wenig entzündungshemmende Zytokine vorhanden, 
ist eine chronische Entzündung die Folge. Psoriasis, Morbus Crohn und 
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Rheumatoide Arthritis sind Beispiele für Erkrankungen, bei denen die 
Zytokinbalance gestört ist. 
Die Namensgebung der Zytokine ist uneinheitlich. Zumeist sind diese nach ihrer 
Funktion benannt. Beispiele sind der transformierende Wachstumsfaktor β 
(TGF-β) und die Tumornekrosefaktoren (TNF-α und -β), die Entzündungs- und 
zytotoxische Reaktionen vermitteln. Die Gruppenzugehörigkeit beschreibt eher 
eine funktionelle als eine strukturelle Gemeinsamkeit. Weitere Untergruppen 
bilden die Interleukine (IL-1 bis 32), Interferone (INF-α, -β und –γ), 
koloniestimulierenden Faktoren (CSF), Makrophagen-Koloniestimulierender 
Faktor (GM-CSF) und der Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor (M-
CSF) [79]. 
In den letzten Jahren gewinnt die klinische Anwendung von Zytokinen als 
therapeutisches Mittel immer mehr an Bedeutung. Mit der Verabreichung 
spezieller Zytokine wird versucht, eine bestehende Zytokin-Disbalance 
auszugleichen oder die immunologische Abwehr anzuregen.  
Ebenso gibt es Ansätze, in denen überschießende Zytokinreaktionen durch 
antagonisierende Maßnahmen therapeutisch beeinflußt werden [37]. 
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1.3. Transforming growth factor β (TGF-β) 
Transforming Growth Factor (Transformierender Wachstumsfaktor, TGF) 
sind zu den Zytokinen zählende Signalmoleküle. Sie sind namensgebend für die 
TGF-Genfamilie. TGFs (TGF-α,β) spielen eine sehr wichtige Rolle bei der 
embryonalen Entwicklung und der Differenzierung von Zellen und Geweben. 
Bei dem Transforming growth factor β (TGF-β) handelt es sich um ein Protein 
der TGF-β Superfamilie. Zu dieser Gruppe gehören neben TGF-β die bone 
morphogenic proteins (BMPs), growth and differentiation factors (GDFs) sowie 
Inhibin und Activin [25]. Alle Proteine dieser Gruppe werden als Dimere, 
verbunden über Disulfid-Brückenbindungen, von den Zellen in die 
Extrazelluläre Matrix (EZM) sezerniert. Sie haben verschiedenste Wirkungen in 
zahlreichen Entwicklungsstadien und sind sowohl an der Regulation der 
Gewebeentwicklung und Gewebeintegrität als auch deren Wiederherstellung 
beteiligt [19].  
TGF-β übernimmt sowohl bei der Zelldifferenzierung in der normalen 
Entwicklung [59], als auch unter pathologischen Bedingungen, verschiedene 
Funktionen. Dazu zählen die Hemmung des Wachstums (growth inhibitory 
action) [71] von Teilen des Immunsystems aber auch die Erhöhung der 
Sekretion von Bestandteilen der EZM [21]. TGF-β moduliert ferner 
Zelldifferenzierungen während der Differenzierung der Zellen zur Neuralleiste 
[84]. Ursprünglich wurde TGF-β nur als zellwachstumsfördernder Faktor 
eingestuft. In weiterführenden Untersuchungen wurde beobachtet, dass TGF-β 
die Proliferation der meisten Zellen inhibitiert und sogar zum programmierten 
Zelltod (Apoptose) der betreffenden Zellen führt [58, 91, 105]. Die 
Wachstumshemmung betrifft besonders Zellen epithelialen und endothelialen 
Ursprungs [58]. Häufig führen Störungen des TGF-β-Signalweges zu malignem 
Zellwachstum [53, 100]. Während Tumore im frühen Stadium noch mit 
verringertem Wachstum auf TGF-β reagieren, verlieren Tumore im 
fortgeschrittenen Stadium diese Fähigkeit. Statt dessen kann sogar eine 
proliferationssteigernde Wirkung beobachtet werden [18, 53, 69]. In Tumoren 
der Leber wurde jedoch eine verringerte Genexpression von LTBP-1 und TGF-β 
entdeckt [80]. 
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Die Bedeutung von TGF-β 1 für die Unterdrückung des Immunsystems zeigt 
sich bei TGF-β1 Knockout Mäusen. Sie sterben an massiver Lymphozyten-
Infiltration [85]. TGF-β beeinflußt praktisch jede Zelle des Immunsystems. Die 
Art der Regulation hängt vom jeweiligen Zelltyp, dessen 
Differenzierungsstadium und der Anwesenheit anderer Wachstumsfaktoren, ab 
[30, 50]. Das Wachstum nativer T-Zellen wird gefördert [12], dagegen hemmt 
TGF-β die IL-2 abhängige Proliferation reifer T-Zellen. TGF-β wirkt außerdem 
auf Makrophagen nach dem Prinzip der Chemotaxis [7].  
Verschiedene Gene, die Proteine für die EZM codieren, werden von TGF-β 
induziert. Dieses betrifft Gene zur Produktion vorrübergehender Matrixproteine, 
wie Fibronektin [40], aber auch Proteine der reifen EZM, wie Kollagene [78]. 
Jedoch fördert TGF-β auch die Produktion von Proteinasehemmern und EZM-
abbauenden Enzymen. Die Regulation der Expression diverser Intgerine an der 
Zelloberfläche führt zu einer erhöhten Zelladhäsion mit der EZM [26, 33, 62, 
75, 101]. Bei anderen Zellen wurde der gegensätzliche Effekt durch 
Minderexpression der Integrine erwähnt [34, 45, 51]. Unter physiologischen 
Bedingungen führt die Anregung der Expression zur Wundheilung, in 
pathologischen Fällen, durch Überexpression von TGF-β, zur Fibrose [31]. 
Das reife TGF-β Typ 1 bis 3 ist als Dimer aus 2 Polypeptidketten mit einem 
Molekülgewicht von je 12,5 kDa aufgebaut [21]. Die Vorstufe entsteht kurz 
nach der Synthese von zwei 55 kDa Polypeptiden, die sich unmittelbar 
aneinanderlagern und von Proteasen auf der trans-Seite des Golgi-Apparates 
prozessiert werden [53]. Das erzeugte small latent TGF-β (SL-TGF-β) bildet 
einen Komplex, der das TGF-β nichtkovalent mit dem latency-associated 
peptide (LAP) bindet. Es ist untypisch, dass vom Zytokin abgetrennte 
Propeptide auch nach der Sezernierung mit dem extrazellularen Raum assoziiert 
bleiben [42, 48]. Die Ähnlichkeit der Sequenz der drei reifen TGF-β-Isoformen 
1 bis 3 ist höher als zwischen den korrespondierenden LAP-Proteinen. Daher 
wird vermutet, dass die verschiedenen TGF-βs möglicherweise über 
unterschiedliche Mechanismen aktiviert werden [2]. Des Weiteren haben die 
TGF-βs einen gemeinsamen Rezeptor [4, 13, 54]. SL-TGF-β ist kovalent an das 
latent TGF-β binding protein (LTBP) gebunden, dieser Komplex wird von 
vielen Zellen sezerniert und als large latent TGF-β (LL-TGF-β) bezeichnet[14]. 
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Die Bindung wird durch Cysteine des LAP-Dimers mit der dritten 8-Cys-
Domäne von LTBP-1, -3 oder -4 hergestellt (Abbildung 1) [28, 81, 82]. Erst 
durch die als Aktivierung bezeichnete Freisetzung von TGF-β aus dem latenten 
Komplex kann das nun reife TGF-β seine Wirkung entfalten und an 
Zelloberflächen-Rezeptoren der Zielzellen binden, um diese zu beeinflussen 
[14]. LTBP-2 und FBNs binden TGF-β nicht [81]. 
 
Abbildung 1:  Aufbau des large latent TGF-β-Komplexes aus dem small latent Komplex 
(LAP + TGF-β) und LTBP 
 Quelle: Mangasser-Stephan K, Gressner AM [52] 
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1.4. LTBP 
Vor der Aktivierung der Genexpression von Matrixproteinen durch TGF-β 
steht die zelluläre Freisetzung und Aktivierung des Zytokins selbst. TGF-β wird 
in einer latenten Form aus der Zelle sezerniert und bis zur Aktivierung in der 
EZM gespeichert. Den hochmolekularen, latenten Komplex bildet das TGF-β-
Dimer zusammen mit einem assoziierten Protein (LAP) und dem 
domänenreichen Glykoprotein LTBP. Dieses latent TGF-β bindende Protein 
(LTBP) gehört zur Fibrillin-Familie und hat deshalb neben der Funktion als 
Modulator der Sekretion und Aktivierung des TGF-βs auch eine Aufgabe als 
Strukturelement der EZM. Sowohl durch in vitro als auch in vivo durchgeführte 
Arbeiten konnte LTBP-1 mit Hilfe der Immunlokalisierung als Bestandteil der 
EZM, neben FBN-1 und Fibronektin, nachgewiesen werden [20, 27, 83, 98]. 
LTBP-1 scheint mit der EZM eine kovalente Bindung einzugehen und kann nur 
durch proteolytische Reifung freigesetzt werden [98, 106]. LTBP-2 unterliegt 
einer stärker eingeschränkten zellulären Verteilung als LTBP-1. Es wird 
überwiegend als Bestandteil elastischen Fibrillins beobachtet [27, 90]. Die 
Expression von LTBP-3 konnte in Osteoblasten, periostalen, endothelialen und 
verschiedenen anderen Zellen während der Embryonalentwicklung 
nachgewiesen werden [111]. LTBP-4 wird überwiegend von Fibroblasten 
sezerniert [83]. 
LTBP-1, -2, -3 und 4 gehören zur Familie der fibrillären Kollagene der EZM, 
deren Funktionen nur in Umrissen bekannt sind [42, 65]. Das Protein besteht aus 
vierzehn bis zwanzig Domänen, die denen des Epidermal Growth Factor (EGF) 
ähnlich sind. Vier Domänen, die jeweils acht Cysteine enthalten, sind typisch für 
LTBPs und fibrilläres Kollagen [72, 112]. LTBP-1, 3 und 4 gehen mit dem 
latenten TGF-β eine kovalente Bindung ein. 
In letzter Zeit sind immer wieder neue Splicevarianten des LTBP entdeckt 
worden. Bei Ratten konnten durch mRNA-Analyse mit Hilfe eines Northern-
Blots zwei eigenständige mRNA-Abschnitte für LTBP-1 beschrieben werden 
[56, 104]. Auch bei LTBP-1 der Maus gelang der Nachweis von zwei 
verschiedenen Splice-Varianten [64, 109]. LTBP-1L (long) besitzt N-teminal 
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mehr Aminosäuren, wodurch eine bessere Assoziation mit der EZM gelingt 
[66]. Bei der kurzen Alternative, LTBP-1S, fehlen diese Aminosäuren [66]. Da 
die Expression beider Formen durch unterschiedliche Promotoren gesteuert 
wird, wird eine gewebespezifische Regulation vermutet. LTBP-1L ist auf 
Organe wie Herz, Plazenta, Niere und Prostata begrenzt, während LTBP-1S 
zusätzlich in der Lunge, Skelettmuskulatur, Hoden und Ovarien nachgewiesen 
werden konnte [66]. Es existieren noch drei weitere Ausführungen: LTBP-1D 
[29], LTBP-1Δ41 und LTBP-1Δ55. Das im Gewebe der Leber nachgewiesene 
LTBP-1D wird auch als LTBP-1Δ53 bezeichnet, da 53 Aminosäuren der Hinge-
Region fehlen. Dadurch ist das Protein resistenter gegenüber Proteasen [55]. 
Auch von den anderen LTBP-Isoformen existieren mehrere Splicevarianten 
[55].  
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1.5. Funktionelle Bedeutung von LTBP 
Den LTBPs werden zwei unterschiedliche Funktionen zugeschrieben: Zum 
Einen als struktureller Bestandteil der EZM [21], zum Anderen als Modulator 
der TGF-β-Aktivierung und damit induzierten biologischen Verfügbarkeit des 
Zytokins [42]. 
Der ähnliche Aufbau von LTBP und Fibrin führte zu Forschungen, die auch 
LTBPs als Bestandteile der EZM identifizierten. Gebunden an der Matrix 
assoziiert LTBP nicht immer mit TGF-β [97, 98]. Jedoch konnte SL-Komplex 
an LTBP-1 und -4 gebunden nachgewiesen werden. In vitro Studien lassen 
vermuten, dass Matrix, die LTBP-1 enthält, einer Umstrukturierung während der 
Reifung unterliegt. [20, 36, 92, 94]. LTBP-1 und -2 lagern sich an Fibrillin-
Mikrofibrillen an. Die Abbildung 2 zeigt mit dem C-terminalen Ende an 
Fibrillin-1 angelagertes LTBP-1 [36, 97]. Diese Vermutung besteht, da es nicht 
in extrahierten und gereinigten Mikrofibrillen nachgewiesen wurde [36]. Die für 
die Anlagerung an die EZM wesentlichen Strukturen befinden sich am N-
Terminus [81, 106]. Bei mangelnder Fibrillin-1 Expression steigt die TGF-β-
Aktivität bei Mäusen erheblich [63].  
 
 
Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Lage des Large Latent Complex in der 
extrazellulären Matrix  
 Quelle: M. Hyytiänen et al. [35] 
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Experimente an Zellkulturen wiesen auf zwei wesentliche Wirkmechanismen 
von TGF-β hin, die auf Bindung des SLC an LTBP-1 beruhen. Die Faltung und 
Sekretion des Proteins wird erleichtert, des Weiteren moduliert LTBP-1 die 
Aktivierung des latenten TGF-β [25]. In vitro Studien gaben jedoch keinen 
direkten Hinweis auf die physiologischen Abläufe von LTBP als modulierenden 
Faktor bei der TGF-β-Aktivierung. In vivo Studien sind dafür besser geeignet. 
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1.6. TGF-β Signalwege 
Nach der Synthese des SL-TGF-β-Komplexes gelangt dieser zum 
endoplasmatischen Retikulum. Die Sekretion dieser Form des TGF-β ist nicht 
effektiv, obwohl es eine Signalsequenz enthält, die diesen Vorgang ermöglicht. 
Im ER bildet sich mit LTBP das LL-TGF-β, wodurch die Zellsekretion erheblich 
gesteigert wird [56]. Mit Hilfe des Golgi-Apparates verläßt LL-TGF-β über 
abgeschnürte Vesikel den zellulären Raum. 
TGF-β kann von bestimmten Zellen wie Osteoblasten und Glioblastomzellen in 
der SL-TGF-β-Form ohne LTBP ausgeschleust werden [22, 67]. In 
Zellkulturstudien konnte bei exogen forcierter Überexpression von TGF-β 
ebenfalls die Sekretion des SL-TGF-β gezeigt werden [83]. Die physiologische 
Bedeutung dieses Vorgangs ist nicht geklärt.  
LTBPs geleiten den gesamten Komplex zur EZM [97]. Durch Bindung an diese 
besteht ein Reservoir an latentem TGF-β (Abbildung 3). Bei Eintreffen eines 
Aktivierungssignals wird der LL-TGF-β-Komplex durch Proteolyse von der 
EZM getrennt. 
 
Abbildung 3:  LTBP-LAP-β 
Quelle: Mangasser-Stephan K, Gressner AM [52] 
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Die Aktivierung des TGF-β findet an der Zelloberfläche der Zielzelle statt 
(Abbildung 4, Position 6). Im nächsten Schritt (Abbildung 4, Position 7) bindet 
das aktive TGF-β an Rezeptoren. Diese bestehen aus mindestens drei separaten 
Oberflächenproteinen der Zelle [73, 101]. Zuerst wird das Protein von 
Betaglykan, einem Glykoprotein der Zellmembran, erkannt. Alternativ kann 
auch Endoglin diese Aufgabe übernehmen [49]. Es existieren zwei verschiedene 
TGF-β-Rezeptoren, Typ I und Typ II. TGF-β wird zuerst an den Rezeptor Typ II 
gebunden. Zytoplasmatische Anteile des Rezeptors treten in Kontakt mit dem 
ebenfalls zytoplasmatisch gelegenen Rezeptor des Typ I und aktivieren diesen 
[4]. Die Kinase-Domäne phosphoryliert intrazellulär gelöstes Smad-2 oder 
Smad-3. Das so aktivierte Smad bildet ein Heterodimer mit Smad-4 und 
infiltriert den Zellkern [5] (Abbildung 4, Position 8). Position 9 der Abbildung 4 
zeigt den aktivierten Smad-Komplex als Aktivierungssignal zur Transkription 
des Zielgens. 
 
Abbildung 4:  Signalkaskade von TGF-β in der Zielzelle  
Quelle: M. Hyytiänen et al. [35] 
Die Halbwertszeit von aktiviertem TGF-β ist erheblich kürzer als die der 
latenten Formen [108]. Wenn der aktivierte Wachstumsfaktor nicht an einen 
Rezeptor gebunden ist, wird er über verschiedene Wege aus dem extrazellulären 
Raum transportiert. Somit bleibt die Wirkung lokal begrenzt.  
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Verschiedene Proteine der EZM können TGF-β binden. Die bedeutendste Rolle 
spielt dabei das α2-Makroglobulin [107]. Als Teil des dadurch entstehenden 
Komplexes ist TGF-β inaktiviert. Über den α2-Makroglobulin-Rezeptor wird 
dieser endozytotisch aus dem EZM entfernt [46]. Eine weitere Möglichkeit, 
TGF-β zu binden, besitzt das IgG [8, 93]. TGF-β wird dabei nicht inaktiviert und 
beeinflußt möglicherweise die Regulation des Immunsystems [11], TGF-β kann 
auch an Decorin, einem Proteoglykan der EZM [6, 24, 77, 110, 113], sowie 
Fibronektin [24] und Collagen Typ IV binden [68]. 
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1.7. LTBP und TGF-β in experimentellen Studien 
Die bereits durchgeführten in vitro und in vivo Studien von TGF-β und 
LTBP Knockout Mäusen zeigen, dass sich die Phänotypen erheblich von 
einander unterscheiden. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die bisher 
veröffentlichten Ergebnisse. 
 
Tabelle 1: Phänotypen verschiedener TGF-β und LTBP Knockout Mäuse 
ausgeschaltetes Gen Phänotyp  
TGF-β 1 Tod durch Infiltration des Gewebes mit Zellen des 
Immunsystems [85]. 
TGF-β 2 Embryonal tödlicher Verlauf durch Fehlentwicklung von 
Herz, Lunge, Auge, Innenohr und anderen Organen [87] 
TGF-β 3 Gaumenspalte 
LTBP-1 Bisher keine Veröffentlichung, Thema dieser Arbeit 
LTBP-2 Sehr früher embryonaler Todeseintritt [90] 
LTBP-3 Defekte in der Knochenentwicklung und dem 
Skelettaufbau [19]. Nach Chen Y. et al. liegt eine 
Involution von Thymus und Niere vor [15]. Auch ein in 
der Entwicklung bedingtes Lungenemphysem mit 
verringerter Anzahl der Septen der terminalen Alveolen 
konnte beobachtet werden [17]. 
LTBP-4 Kolorektaler Tumor, Kardiomegalie und Lungen-
emphysem [94] 
 
Mäuse ohne TGF-β1 Expression sterben kurz nach der Geburt durch 
Infiltration von Zellen des Immunsystems in das Gewebe. Dieser 
Krankheitszustand wird als multifokaler, inflammatorischer Zustand (multifocal 
inflammatory disease) beschrieben [85]. Dagegen besitzen TGF-β2 Knockout 
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Tiere erhebliche Entwicklungsdefekte verschiedener Organe. Der Tod tritt in der 
Zeit um den Geburtstermin ein [87]. Vollständiger Mangel an TGF-β3 führt zur 
Entwicklung von Gaumenspalten [38, 74] und scheint somit einen 
entscheidenden Beitrag zur Entwicklung des Gaumens zu leisten. 
Zu LTBP-1 liegen bisher nur in vitro Studien vor, die zur Übersicht kurz 
erwähnt werden sollen: Eine Untersuchung zeigte zum Beispiel, dass LTBP-1 
die Differenzierung kultivierter Osteoblasten der Calvaria von Ratten vermittelt, 
die dann mineralisierte knöcherne Knötchen (nodules) bilden. Wurde das LTBP-
1 durch Antikörper oder schon vor der Translation durch Antisense-
Oligonukleotide inhibitiert, konnten keine mineralisierten Gewebe 
nachgewiesen werden. Antikörper gegen TGF-β1 oder -2 konnten die Bildung 
mineralisierter Knötchen nicht verhindern [19]. Daraus läßt sich ableiten, dass 
LTBP-1 strukturelle Funktionen besitzt.  
Verschiedene Arbeiten bestätigen dem LTBP-1 Fähigkeiten in der Regulierung 
der Bereitstellung von aktiviertem TGF-β [25, 32, 56, 61, 88]. Dieses kann 
sowohl durch erhöhte Sekretion von SL-TGF-β als auch durch Einflußnahme 
auf die Aktivierung von latentem TGF-β durch LTBP-1 erfolgen. Alle Studien 
liefen nach dem gleichen Schema ab. LTBP-1, manchmal auch ergänzend TGF-
β, wurden durch neutralisierende Antikörper blockiert, daraufhin wurde keine 
weitere Zelldifferenzierung beziehungsweise Gewebeentwicklung beobachtet. 
Die Zugabe von TGF-β1 oder 2 kompensierte den durch LTBP-1-Mangel 
entstandenen Effekt. Diese Ergebnisse werden so interpretiert, dass LTBP-1 die 
biologische Verfügbarkeit von TGF-β moduliert. 
Mäuse mit deaktiviertem LTBP-2-Gen sterben am Tag 3.5 bis 6.5 der 
Embryonalentwicklung. Der letale Phänotyp ist nicht auf eine fehlerhafte 
Regulation der TGF-β Bioverfügbarkeit zurückzuführen, da der SL-Komplex 
nicht an LTBP-2 binden kann.[19] Die Ergebnisse der in vivo Studie von 
Shipley et al. (2000) [90] legen nahe, dass LTBP-2 eine Rolle in der frühen 
Entwicklungsphase übernimmt, da ein Absterben der Föten vor der Gastrulation 
beobachtet wurde. Dieses kann durch strukturelle Aufgaben des Proteins 
während der Entwicklung verursacht sein. Möglich ist auch, dass ein bisher 
unbekanntes Protein oder anderes Molekül gebunden wird [90].  
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LTBP-3 Knockout Mäuse besitzen craniofaciale Fehlbildungen, die durch 
vorzeitige Ossifikation der Syndrosen entstehen. Der resultierende Platzmangel 
wurde anschließend durch desmales Knochenwachstum kompensiert. Das 
Foramen Magnum des ausgebildeten Turmschädels ist weiter anterior gelegen. 
Der Oberkiefer ist unterentwickelt und führt zu einem frontalen Kreuzbiß. Die 
Kyphose im Bereich des Thorax ist überkonturiert. Im Vergleich zu 
Geschwistern gleichen Geschlechts und Alters fallen sie im Gewicht und der 
Länge der enchondralen Knochen zurück. Die mutierten Tiere entwickeln eine 
Osteosklerose durch Erhöhung der trabekulären Knochenmasse in den 
Röhrenknochen und den Wirbelknochen. Interessant ist auch die Ausbildung 
einer Osteoarthrits durch Mineralisierung des gesamten Femurknorpels. Die 
Ossifikation wurde durch einen hohen Anteil hypertrophischer Chondrozyten 
(Knorpelzellen) erklärt. Mangelnde Expression von PTHrP beziehungsweise 
dessen Rezeptors führt zu diesem Effekt [1, 39, 47]. Die normale 
Chondrozytenentwicklung wird durch einen inhibitorischen Regelkreis von Ihh 
und PTHrP bestimmt [6, 107]. LTBP-4 defiziente Tiere besitzen eine 
unterentwickelte Lunge und eine Unterfunktion der Herzmuskulatur sowie eine 
erhöhte Suszeptibilität für kolorektale Tumore [94]. Das Fehlen einzelner 
LTBPs hat massive Auswirkung auf die Aktivierung und Expression einzelner 
TGF-β Isoformen und auf die Signaltransduktion des BMPs. Des Weiteren 
stellte sich heraus, dass der Verlust von LTBP-4 nicht durch LTBP-1 
kompensiert werden kann [43].  
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2. Zielsetzung der Studie 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten mögliche Veränderungen der 
Schädelmorphologie bei fehlen von LTBP-1 eingehender bestimmt werden 
(Abbildung 5). Dazu wurde geplant, Schädel des Wildtyps und der Knockout-
Variante von Tieren unterschiedlichen Alters und Geschlechts zu röntgen, 
schädelspezifische Punkte, Strecken und Winkel zu vermessen und miteinander 
in Beziehung zusetzen. Um die Ursache möglicher Veränderungen bestimmen 
zu können, sollte ferner die Knochendichte von Wildtyp- und Knockout-Tieren 
histomorphometrisch ermittelt werden. 
 
 
Abbildung 5:  Erster phänotypischer Vergleich eines Wildtyps  mit einem Knockout-Tier. 
Oben links ein Foto des Wildtyps (Maus #17), darunter eines des KO-Typs 
(Maus #18). Rechts davon sind die entsprechenden Röntgenaufnahmen 
abgebildet. 
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3. Material 
3.1. Tiere 
Als Studienobjekte diente die allgemeine Hausmaus (Mus musculus). Es 
wurden männliche und weibliche Tiere eines Inzuchtstammes verwendet. Der 
Wildtyp diente als Referenz zu der manipulierten Knockout-Variante 
(C57BL/6.129-(LTBP-1)tm). Nach gelungener Reproduktion verschiedener 
heterozygoter LTBP-1 KO-Mäuse konnten durch Kreuzung homozygote 
Nachfahren gezeugt werden. Das Alter der im Rahmen dieser Studie 
untersuchten Tiere lag zwischen 43 und 221 Tagen. Es wurden folgende Daten 
der Tiere bestimmt und festgehalten: Genotyp, Alter, Geschlecht, Geburtstag, 
Todestag und röntgenmetrische Messung. Es folgte die Entnahme des 
Unterkiefers zur anschließenden Bestimmung der Knochendichte. 
3.2. Medikamente 
3.2.1. Inhalationsanästhetikum Forene® 
Hersteller: Servopharma 
Wirkstoff: Isofluran 
Zusammensetzung: 
Forene® ist eine farblose, von chemischen Stabilisatoren freie 
Flüssigkeit. Es handelt sich um 1-Chloro-2,2,2-
trifluoroethyldifluoromethylether. 
Anwendungsgebiet: 
Forene® eignet sich zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer 
Inhalationsnarkose. Forene® ist ein stabiles, nicht brennbares 
Inhalationsanästhetikum und im Gemisch mit Luft nicht explosiv. 
Isofluran ist ein Inhalationsanästhetikum aus der Gruppe der 
halogenierten Kohlenwasserstoffe. In Abhängigkeit von der Dosierung 
löst Isofluran reversibel eine Ausschaltung des Bewusstseins, 
Beseitigung des Schmerzempfindens, Dämpfung vegetativer Reflexe und 
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Unterdrückung der Willkür-Motorik aus. Atmung und Kreislauf werden 
gedämpft. 
3.3. Materialien 
3.3.1. Ethidiumbromid 
5-Ethyl-3,8-diamino-6-phenyl-phenanthridiniumbromid 
Verwendung: 
Ethidiumbromid wird in der Molekularbiologie zum Anfärben von 
Nukleinsäuren in der Gelelektrophorese verwendet. Einzelne 
Ethidiumbromid-Moleküle interkalieren dabei zwischen die Basen der 
DNA bzw. RNA (bis zu 3 Moleküle je 10 Basen), wodurch sich das 
Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verändert und so die 
Fluoreszenz der Substanz bei Anregung durch ultraviolettes Licht stark 
erhöht wird. Auf diese Weise leuchten im Agarosegel die Stellen, an 
denen sich Nukleinsäuren befinden, hell auf, während Stellen ohne 
Nukleinsäuren dunkel erscheinen. Die Lichtintensität ist dabei 
proportional zur vorhandenen DANN beziehungsweise RNA-Menge. 
Die verwendete Ethidiumbromid-Konzentration im Agarosegel liegt 
üblicherweise bei 0,1-0,5 µg/ml. 
3.3.2. Formalin 
Universelles Fixativ für praktisch alle Biopsien und Operationspräparate 
Formaldehyd: Farbloses, stechend riechendes Gas (Formel: HCHO), 
das sich in Wasser, Ethanol und Äther leicht löst. 
Zusammensetzung: 
Formalin: Gesättigte, wässrige Lösung von Formaldehyd mit 
einem Formaldehydgehalt von 36-40 %. 
10% Formalin: Verdünnte Formalin-Lösung (1:10) mit einem 
Formaldehydgehalt von 3.6 - 4.0 %  (10% Formalin = 
ca. 4% Formaldehyd in wässriger Lösung). Für 
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Fixationszwecke wird Formalin in einem Puffer mit 
neutralem pH verdünnt (vgl. oben). 
Verwendung: 
Neutral gepuffertes Formalin ist ungepuffertem Formalin unbedingt 
vorzuziehen. In ungepufferten Formalinlösungen kommt es unter 
Lichteinwirkung zur Bildung von Ameisensäure und damit verbunden zu 
einer Absenkung des pH, was sich negativ auf die Qualität des fraglichen 
Gewebes auswirkt. Jede wässrige Formaldehydlösung zwischen 36 - 
40% ist als Basisreagens verwendbar. 
Für eine ausreichende Fixation muss das Volumen der Formalinlösung 
mindestens dem 10-fachen Volumen des Gewebes entsprechen. Unter- 
und Überfixation können sich negativ auf die Qualität der Morphologie 
auswirken und bestimmte Spezialuntersuchungen verhindern (z.B. 
Immunhistochemie). 
3.3.3. Giemsa-Färbung 
Die Giemsa-Färbung ist eine nach der Romanowsky-Färbung 
modifizierte Färbung, benannt nach dem Hamburger Chemiker Gustav 
Giemsa. 
Hersteller der Stammlösung: 
Merck GmbH 
Zusammensetzung: 
Die Stammlösung enthält 50mg Azur A-Eosinat, 250mg Azur B-Eosinat, 
200mg Methylenblau-Eosinat, 75mg Methylenblau-Chlorid, 50 ml 
Glycerin, 50ml Methylalkohol. 
Verwendung: 
Stammlösung wird unmittelbar vor Gebrauch mit Aqua dest. im 
Verhältnis 1:50 verdünnt. [10] 
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3.4. Apparaturen 
3.4.1. Dünnschliffsystem 
Hersteller: EXAKT Apparatebau 
Verwendungszweck: Zur Vorbereitung von histologischen Schnitten. 
 
3.4.2. Leica Q 500 IW 
Hersteller: Leica 
Verwendungszweck: Digitale histomorphometrische Auswertung von 
Gewebeschnitten. 
 
3.4.3. Röntgengerät und Filme 
Die Röntgenaufnahmen wurden mit dem stationären Langtubus-
Röntgengerät (Steliodent 70) der Firma Siemens durchgeführt. 
Die belichteten Röntgenfilme waren Insight Zahnfilme IP-21 (Größe 2, 
31 x 41mm) der Firma Kodak. 
 
3.4.4. Thermocycler, T3 
Hersteller: Biometra 
Verwendungszweck: Durchführung der Typisierungs-PCR. 
 
3.4.5. Trennschleifsystem 
Hersteller: EXAKT Apparatebau 
Verwendungszweck: Herstellung von histologischen Schnitten auf 
Kunstharzbasis. 
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4. Methoden 
4.1. Erzeugung einer LTBP-1-defizienten Mauslinie 
Auf Grundlage des C57BL/6 Inzuchtstammes wurde eine LTBP-1-
Knockout-Variante generiert. Der Knockout-Vektor musste so beschaffen sein, 
dass dieser beide LTBP-1 Transkripte der Varianten L und S inaktiviert. Das 
Exon1 des kleineren Transkriptes LTBP-1S ist ebenfalls ein codierendes Exon 
der größeren LTBP-1L-mRNA. Die Charakterisierung des LTBP-1S-
Transkriptes um Exon1 zeigte verschiedene Restriktionsschnittstellen von 
BspM1, davon eine in unmittelbarer Nähe des betreffenden Exons. Mit Hilfe 
anderer Restriktionsenzyme wurde die mRNA geschnitten und die lacZ/neo-
Disruptionskassette in die nun einmal vorhandene BspM1-Schnittstelle 
eingefügt. Das Disruptionskonstrukt aus dem Vektor pWH9 findet bereits für die 
Konstruktion anderer Knockout-Stämme Verwendung [57, 60, 114].  
 
 
Abbildung 6: Der Sequenzbereich um Exon1 (Ex1) des LTBP-1S-Transkriptes wurde 
charakterisiert. In einem 14993 bp langen Sequenzabschnitt (nt 1- nt 14993) 
sind Restriktionsschnittstellen für Ncol (nt 5874), Bst1107l (nt 13059) und 
BspM1 (nt 2898, nt 9780, nt 13210, nt 14619) enthalten. Das 7186 bp lange 
Ncol-Bst1107l-Fragment wurde subkloniert und in die nun unique vorhandene 
BspM1-Schnittstelle die lacZ/neo-Disruptionskassette eingesetzt. 
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Nach der Elektroportation des Zielvektors in embryonale Stammzellen folgte die 
einzelne Vermehrung. Bei zwei von 240 Stammzellklonen lag eine homologe 
Rekombination im LTBP-1 Genlokus der Maus vor. Die veränderten Fragmente 
des LTBP-1-Allels sind nach EcoRI-Restriktion ungefähr 450 bp (Basenpaare) 
kleiner und somit in der Southernblot-Analyse mit externer Sonde gut vom 
Wildtyp zu unterscheiden. Beide Stammzellklone wurden in Blastozysten 
injiziert und mittels Embryotransfer in scheinträchtige Mäuse eingebracht. Die 
Filialgeneration aus der Kreuzung der geborenen chimären Tiere mit C57BL/6 
Weibchen bestand auch aus heterozygoten Knockout-Mäusen. 
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4.2. Genotypisierung der Mäuse 
Entsprechend des Ergebnisses der Genotypisierung existierten drei 
verschiedene Gruppen von Tieren. Homozygote Wildtypen und Knockout-Tiere 
sowie die im weiteren Vorgehen nicht näher untersuchten heterozygoten Mäuse. 
Unter den insgesamt 57 untersuchten homozygoten Mäusen befanden sich 
fünfzehn Tiere des Knockout-Typs und zweiundvierzig des Wildtyps. 
Lochmuster in beiden Ohren ermöglichten die Unterscheidung der Tiere. Die 
Vergabe einer fortlaufenden Tiernummer nach der Tötung umging 
Überschneidungen der ursprünglichen Ohrmarkierungen mit denen aus älteren 
Würfen.  
 
 
Abbildung 7: Ohrmarkierung; Kopf einer Maus der Inzuchtlinie 
C57BL/6, des Jackson Laboratory 
Der Bestimmung des Genotyps einer Maus geschah nach dem Absetzen von den 
Elterntieren, ein zweites Mal nach der Tötung. Dazu wurde ein ca. 3 mm langes 
Schwanzstück coupiert. Das über Nacht in ein Reaktionsgefäß mit 500 µl 
Lysepuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 2) und bei 55 °C aufbewahrte 
Gewebe lysierte, so dass in dieser Zeit die Zellen ihre DNA freigaben. 
Die Lösung wurde für 10 Minuten bei maximaler Drehzahl von 13.400 U/min 
im Minispin der Firma Eppendorf zentrifugiert. Dies entspricht einer relativen 
Zentrifugalbeschleunigung von 12.100g. Der Überstand wurde in ein neues 
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Reaktionsgefäß überführt. Um die enthaltene DNA zu fällen, pipettiert man das 
gleiche Volumen Isopropanol zur Flüssigkeit. Durch erneutes zentrifugieren für 
15 Minuten sammelte sich die DNA am Grund. Nach Waschen des DNA-Pellets 
in 60µl / 70%igem Ethanol folgte abschließend zehn-minütiges Zentrifugieren. 
Der Überstand wurde verworfen und die Probe für 1 Minute in der Speedvac, 
Fa. Savant, getrocknet. Nach Resuspendieren in 100µl Wasser lagerte die DNA 
bei 4°C. 
 
Tabelle 2: Lysepuffer zur Isolation genomischer DNA 
 Inhaltsstoff Konzentration  
 TrisHCl (pH 8,5) 100 mM 
 NaCl 200 mM 
 EDTA 5 mM 
 SDS 0,2 % 
 Millipore H2O Ad 500   ml 
 Proteinase K 100 µg/ml wird 1:100 verdünnt 
und frisch zugegeben 
Die LTBP-1-spezifische DNA jeder Maus wurde mit 2 verschiedenen PCR-
Ansätzen vervielfältigt. Die Ansätze heißen Mastermixe, diese enthielten alle 
anderen benötigten Komponenten in ausreichenden Mengen für alle Proben. Ein 
Mastermix beinhaltete Primer für das Wildtypallel, der andere für das Knockout-
Allel.  
 
Tabelle 3: Mastermix für Wildtypallel (WT/+) und Knockout-Allel (KO/-) 
 Inhaltsstoffe    
 Mastermix WT Mastermix KO Volumen  
 PCR-Puffer PCR-Puffer 5 µl 
 L4-Primer Neo-Primer 1 µl 
 L5-Primer L5-Primer 1 µl 
 dNTPs dNTPs 1 µl 
 Taq-Polymerase Taq-Polymerase 2 µl 
 H2O H2O 38 µl 
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Tabelle 4: Sequenz der Typisierungs-Primer L4, L5 und Neo 
Primer Typ Sequenz (5’-3’)  
L4 forward GAG TAA CCA CAC TGG TCG CAT C 
L5 reverse CCA CTC GGA AGT TCG TGG CTG TC 
NEO forward CTG CTC TTT ACT GAA GGC TCT TT 
 
Zu 48 µl des jeweiligen Mastermix wurden 2 µl DNA hinzugegeben, um diese 
anschließend im T3 Thermocycler der Firma Biometra mittels 
Polymerasekettenreaktion (PCR) nach folgendem Zeit-Temperatur-Schema zu 
vervielfältigen: 
 
Tabelle 5: Zyklen der PCR 
Schritt Temperatur Zyklusdauer Wiederholung  
1 95° C 05 min  
2 95° C 01 min Die Schritte  
3 50° C 01 min 2 bis 4 werden 
4 72° C 03 min 35 mal wiederholt 
5 72° C 10 min  
6 4° C unendlich  
Die Produkte der PCR wurden im Agarosegel aufgetrennt und ausgewertet. Zu 
den 50 µl DNA-Proben wurden 10 µl DNA-Probenpuffer hinzugefügt. Das 
enthaltene Ficoll beschwerte die DNA und sorgte dafür, dass es nach dem 
Pipettieren in der jeweiligen Geltasche verblieb. 
 
Tabelle 6: DNA-Probenpuffer 
 Inhaltsstoff Mengenangaben für 20ml  
 EDTA 500 mM 4 ml 
 Ficoll 4 g 
 Bromphenolblau 10 mg 
 Xylenxyanol 10 mg 
 Steriles H2O ad 20 ml 
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Bei der Gelelektrophorese durchlief die gefärbte DNA ein 1,5 %iges 
Agarosegel. Agarose löst sich im TBE-Laufpuffer unter Aufkochen in der 
Mikrowelle. 7 µl des Ethidiumbromids (10 mg/ml) wurden kurz vor dem 
Erstarren des Gels, bei einem Gelvolumen von 180 ml, hinzugefügt und 
anschließend der Gelschlitten befüllt. Nach dem Abkühlen wurden die 
vorhandenen Geltaschen mit jeweils 25 µl einer DNA-Probe befüllt. Eine 
Spannung von 90 V über einen Zeitraum von 1,5 bis 2 Stunden trennte die 
unterschiedlich großen DNA-Fragmente auf. 
Als Referenz dient der 100bp-ladder-Marker von Fermentas. Von diesem 
wurden zu Beginn 7,5 µl in die erste Geltasche appliziert. Zur Auswertung 
wurde das Gelkissen unter UV-Bestrahlung abgelichtet. Auf Abbildung 9 ist 
ganz links als erste Spur der Verlauf des Markers zu erkennen. Die Größe der 
DNA-Fragmente nimmt in Abbildung 9 von oben nach unten ab. Die oberste 
Bande des Markers besteht aus 3000 Basenpaaren (bp), danach 2000bp, 1500bp, 
1200bp 1031bp und 900bp. Jede darauffolgende Bande ist 100bp kürzer. 
Bei der Typisierung wurde das Vorkommen des Gens für LTBP-1 und der 
eingefügten DNA-Kassette der Knockout-Variante überprüft. Die duplizierten 
DNA-Abschnitte des Knockout-Typs finden sich im Bereich von 500bp, die des 
Wildtyps bei 200bp. 
 
Abbildung 8: Unterschiedliche Primerkombinationen (schwarze Pfeile) dienen zum 
Nachweis der Wildtyp- und Mutantenallelen des murinen LTBP-1. 
Der obere Pfeil des wtLtbp1 entspricht der Startposition für Primer L4, bei 
mutLtbp1 dagegen dem Neo-Primer. Die Pfeile in Gegenrichtung (Spitze zeigt 
nach links) repräsentieren die Bindung des Primers L5. 
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Abbildung 9: Foto des Ergebnisses einer Gelelektrophorese zur Bestimmung des Genotyps 
von 5 Mäusen. (Nähere Beschreibung im vorhergehenden Absatz). 
 
 
 
Abbildung 10: Stilisierte Darstellung von Abbildung 9. 
 Die beiden Spalten (2+3) rechts vom Marker (1) beschreiben einen 
homozygoten Wildtyp. Spalten mit geraden Zahlen zeigen Fragmente, die mit 
Hilfe der Wildtyp-Primer vervielfältigt wurden. Ungerade Spalten, außer 
Spalte 1, zeigen Fragmente, die man mit Hilfe des KO-Primers duplizierte. 
Dagegen repräsentieren die DNA-Abschnitte in den Spalten 8 und 9 eine 
heterozygote Maus. Die Spalten 6 + 7 repräsentieren ein KO-Tier. 
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4.3. Tierhaltung, Tötung und Aufbewahrung 
Bis zum Zeitpunkt der Tötung wurden die Tiere unter gleichen 
Bedingungen im Institut für Versuchstierkunde gehalten. In jedem Käfig befand 
sich eine Maus mit unbegrenztem Zugang zu Wasser und Trockenfutter bei einer 
Temperatur von 21 ± 2 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45-55%. Der 
hell-dunkel-Rhythmus betrug 12 zu 12 Stunden, der Luftaustausch erfolgte 
kontinuierlich. 
Vor der Tötung wurden die Tiere mit dem Inhalationsnarkotikum Forene in 
gesättigtem Dampf betäubt. Die anschließende Blutentnahme aus der Vena cava 
steht nicht im Zusammenhang mit dieser Arbeit, sondern war für weitergehende 
Untersuchungen nötig. So konnten die Leberparameter Aspartat-Amino-
Transferase (AST), Alanin-Amino-Transferase (ALT) und γ-GT sowie 
Bilirubin, Ca²+ und Mg²+ Konzentrationen bestimmt werden. Die entnommenen 
Organe, wie Herz und Leber, wurden zu Gewebeschnitte weiterverarbeitet und 
immunhistochemisch untersucht.  
Zur besseren Handhabung wurden die Köpfe mit einem Messer beziehungsweise 
einer Schere auf Höhe des Halses abgetrennt und in numerierten 
Kunststoffbechern mit Schraubverschluß aufbewahrt. Da die Röntgenaufnahmen 
nicht zeitnah mit der Tötung durchgeführt werden konnten, wurden die Köpfe 
bei -20 °C zwischengelagert. 
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4.4. Röntgenverfahren 
Die röntgenkephalometrische Erfassung der Tiere erfolgte einmalig im 
toten Zustand.  
Die Röntgenaufnahmen wurden in der Röntgenabteilung der Klinik für Zahn- 
Mund- und Kieferheilkunde mit einem stationären Langtubusröntgengerät, dem 
Steliodent 70 der Firma Siemens, durchgeführt. 
Im Vorfeld der Untersuchungen wurden durch mehrere Testaufnahmen an 
heterozygoten Mäusen und Stahlkugeln mit 5mm Durchmesser geeignete Werte 
zur optimalen Einstellung des Gerätes und Abstandes bestimmt. Die Spannung 
des Röntgengerätes von 70 kV und die Stromstärke von 7 Milliampere sind 
bauartbedingt vorgegeben. Im Rahmen der Testserie wurden der Fokus-Film-
Abstand und die Belichtungszeit verändert. 
Die Fokus-Film-Abstände lagen zwischen Tubuslänge (20,5cm) plus 2,5cm und 
Tubuslänge plus 10,0cm. Mit zunehmendem Abstand wurde die exakte 
Positionierung des Röntgenstrahles erschwert. Bei der nachfolgend benutzten 
Scan-Auflösung von 1200dpi konnte, nach digitaler Auswertung, kein 
veränderter Durchmesser der abgelichteten Stahlkugeln bei verringertem 
Abstand gemessen werden. 
Die Mäuseköpfe wurden mit Belichtungszeiten von 60, 80, 100 und 120 
Millisekunden bestrahlt. Nach der Filmentwicklung wurde die optimale 
Belichtung am Röntgenbildbetrachter bestimmt; diese entspricht einer 
Belichtungsdauer von 100 Millisekunden. 
Die endgültigen Einstellungen für das standardisierte Röntgenverfahren werden 
im Folgenden genannt: 
Der Abstand vom Ende des Tubus bis zum Film lag unverändert bei 2,5 
Zentimetern. Die gewählte Strahlendosis wurde immer gleich mit 0,10 Sekunden 
bei 70 kV und 7 Milliampere angesetzt. Geröntgt wurden die Tiere bei 
senkrechter Ausrichtung des Röntgentubus zu Objekt und Film. 
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Der Kopf des Tieres wurde zwischen zwei Watterollen fixiert, die auf dem 
Röntgentisch befestigt wurden. Feine Korrekturen der Stellung zum Film und 
Zentralstrahl waren dadurch besser möglich. Die linke Gesichtshälfte der Mäuse 
war immer dem Film zugewandt (siehe Abbildung 11). 
Die Bipupillarlinie steht für die Aufnahmen senkrecht auf der Filmebene. Auch 
der Strahlengang wurde so ausgerichtet, dass er den Film ebenfalls senkrecht 
trifft. Als zweite Hilfslinie diente bei den Mäusen mit erhaltenem Körper die 
parallel zur Filmebene verlaufende Scheitel-Steiß-Linie. Lag, wie in den meisten 
Fällen, nur der Kopf vor, diente eine gedachte Gerade (Abbildung 11, Nr. 2,) 
durch den Approximalkontakt der oberen Inzisivi und die Mitte des 
Bipupillarabstandes der Ausrichtung. 
 
 
Abbildung 11: Ausrichtung des Mäuseschädels für die Röntgenaufnahmen. 
Oben rechts befindet sich der Tubus (T) des Röntgengerätes. Zum Zeitpunkt der 
Aufnahme beträgt der Abstand zur Filmebene (3) 2,5cm. Die Bipupillarlinie (1) 
steht senkrecht auf der Geraden (2) und der Filmebene (3). Der Tubus wurde 
parallel zur Bipupillarlinie (1) ausgerichtet. Links im Bild die beschriftete 
Aufbewahrungsbox. 
Die Verwendung von Nadeln als Positionierungshilfe stellte sich im Verlauf der 
Untersuchungen als ungeeignet dar. Ziel war es, die Anzahl der notwendigen 
Röntgenaufnahmen, von 3 Fotos auf möglichst eine Aufnahme zu reduzieren. 
Eine Nadel wurde möglichst senkrecht zur sagittalen Ebene des Mäuseschädels, 
beidseitig durch die anterior gelegenen Augenwinkel und entlang des tastbaren 
Knochenrandes geführt. Die Methode wies jedoch eine zu hohe Toleranz auf, so 
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dass trotz exakter senkrechter Ausrichtung der Nadel zum Film keine besseren 
Aufnahmen gelangen. 
Die Kontrolle des sagittalen Strahlenganges durch den Schädel wurde deshalb 
immer anhand der Überlagerungen der beiden Unterkieferknochen durchgeführt. 
Beide Knochen mußten deckungsgleich übereinander abgebildet sein. 
Die Filme wurden im Entwicklungsautomaten Periomat plus der Firma Dürr 
Dental aus Bietigheim-Bissingen entwickelt. Anschließend wurde die 
Numerierung der Tiere auf die Röntgenbilder übertragen. Da die Vergabe der 
Zahlen nicht nach untersuchungsrelevanten Faktoren erfolgte, konnte eine 
Beeinträchtigung der Auswertung durch Befangenheit vermieden werden. Eine 
nachträgliche Zuordnung war dennoch möglich. Die Durchführung der Arbeit 
erfolgte als Blindstudie. 
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4.5. Versuchsablauf 
Es wurden zwei voneinander unabhängige Untersuchungen durchgeführt. 
Über einen Scanner wurden die entwickelten Filme bei einer Auflösung von 
1200dpi eingelesen. Mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop CS wurden die 
Referenzpunkte (siehe Abbildung 12 und Tabelle 7) gesetzt und anschließend 
die dadurch determinierten Strecken und Winkel vermessen. Das Vorgehen 
orientierte sich an den Methoden zur kephalometrischen Analyse von   
Menschen [95]. Die Umrechnung der in der Einheit Pixel ausgegeben Werte in 
Millimeter erfolgt gemäß nachstehender Formel: 
[ ]
[ ]
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡×
=
Zoll
Pixel
Zoll
mmPixelStrecke
mmStrecke
1200
4,25
 
Eine Strecke von 1 Millimeter entspricht 47,24 Pixel des mit einer Auflösung 
von 1200dpi digitalisierten Röntgenbildes. 
Die Knochendichte wurde anhand von Schnitten des Unterkiefers bestimmt. 
Die Unterkiefer wurden zunächst freipräpariert, gesäubert und in Formalin 
fixiert. Zur Anfertigung der Schnitte wurden diese in Lösungen mit ansteigender 
Alkoholkonzentration entwässert, um eine Einbettung in Kunststoff zu 
ermöglichen. Es folgte die Färbung nach Giemsa und die computergestützte 
Bestimmung der Knochendichte unter dem Mikroskop. 
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4.6. Röntgenkephalometrie 
4.6.1. Messpunkte 
Reproduzierbare, röntgendichte Strukturen dienten als 
Referenzpunkte zur röntgenkephalometrischen Auswertung der 
Röntgenbilder: 
Tabelle 7: Messpunkte zur kephalometrischen Auswertung 
Punkt Beschreibung  
A am weitesten anterior gelegener Punkt des 
Nasenbeins 
S1 röntgenologisch auffällige Sutur zwischen 
Prämaxilla und Os frontale 
S2 röntgenologisch auffällige Sutur zwischen Os 
frontale und Os parietale 
S3 röntgenologisch auffällige Sutur zwischen Os 
parietale und Os interparietale 
Oc distalster Punkt des Os occipitale in der lateralen 
Ansicht 
C Oberrand des Os zygomaticus 
P Oberrand des Porus accusticus externus 
MOK am weitesten anterior gelegener Punkt des 1. 
Molaren des Oberkiefers 
MUK am weitesten anterior gelegener Punkt des 1. 
Molaren des Unterkiefers 
LAOK Übergang von der frontoinferioren Spitze des 
Mandibularknochens zum palatinalen Anteil der 
Oberkiefer-Incisivi 
LAUK Übergang von der frontosuperioren Spitze des 
Mandibularknochens zum lingualen Anteil der 
Unterkiefer-Incisivi 
 35
4 Methoden 
  
K1 Konstruierter Punkt im Schnittpunkt des knöchernen 
Schädeldaches mit einer Geraden durch die Punkte 
C und MOK 
IOK Spitze der Oberkiefer-Inzisiven 
IUK Spitze der Unterkiefer-Inzisiven 
Go am weitesten inferior gelegener Tangentenpunkt des 
unteren Korpusrandes im Bereich des Kieferwinkels 
nach Atchley et al. (1985) „inferior gonion“ [3] 
B anteriorer Unterkiefer-Tangentenpunkt des frontalen 
Korpusrandes 
ICM am weitesten cranial gelegener Punkt des 
Unterkieferrandes 
 
 
Abbildung 12:  Projektion der Messpunkte, auf ein nach CT-Aufnahmen generiertes 
Schädelmodell der Hausmaus, zur kephalometrischen Auswertung. (Quelle:  
Dr. Timothy Rowe, www.digimorph.org) 
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4.6.2. Winkelmessung 
Die Namen der Winkel setzen sich systematisch zusammen. Die 
Strecken werden durch zwei Punkte, welche mit einem Minuszeichen „-“ 
verbunden sind, beschrieben. Beide Strecken sind durch einen Schrägstrich 
„ / “ voneinander getrennt. 
Schema: 
432121 PunktPunktPunktPunktStreckeStrecke −∠−=∠  
 
Die Bezeichnungen der Punkte entsprechen denen aus Tabelle 7. 
Tabelle 8: Winkel zur kephalometrischen Auswertung 
Winkel Beschreibung  
1 A-S1 / S1-S2 
2 A-S1 / S1-MOK 
3 A-K1 / K1-C/MOK 
4 C/MOK-K1 / Tangente an Incisivi 11/21 
5 A-K1 / Tangente an Incisivi 11/21 
 
 
Abbildung 13:  Projektion der Winkel zur kephalometrischen Auswertung auf ein Schädelmodell 
der Hausmaus. (Quelle des ursprünglichen Bildes: www.digimorph.org,  
Dr. Timothy Rowe) 
 Oben links: Winkel 1, oben rechts: Winkel 2, unten links: Winkel 3, unten rechts 
werden zwei Winkel gleichzeitig dargestellt: unten Winkel 4, oben Winkel 5 
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4.6.3. Strecken 
Die Namen der Strecken setzen sich systematisch zusammen. Die 
Strecken werden durch zwei Punkte, die mit einem Minuszeichen „-“ 
verbunden sind, beschrieben.  
Schema: 21 PunktPunktStrecke −=  
Die Bezeichnungen der Punkte entsprechen denen aus Tabelle 7. 
Tabelle 9: Strecken zur kephalometrischen Auswertung 
Strecke Beschreibung  
 1: A-S1 
 2: S1-S2 
 3: S2-S3 
 4: S3-Oc 
 5: Oc-C 
 6: P-C 
 7: MOK-LAOK 
 8: MOK-K1 
 9: MOK-IOK 
 10: IOK-A 
 11: MUK-LAUK 
 12: MUK-IUK 
 13: LAUK-LAOK 
 14: ICM ┴  (Go/B) 
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Abbildung 14:  Projektion der Strecken zur kephalometrischen Auswertung auf ein 
Schädelmodell der Hausmaus. (Quelle des ursprünglichen Bildes: 
www.digimorph.org, Dr. Timothy Rowe)  
 Strecke Nummer 14 ist nicht abgebildet. An den Unterkieferrand wird eine 
Tangente durch die Punkte Go und B gelegt (s. Abbildung 12). Die Höhe wird 
vom Schnittpunkt mit der Senkrechten durch und bis zum Punkt ICM gemessen. 
 
 
 
4.6.4. Streckenverhältnisse 
Die Bezeichnungen der Strecken entsprechen denen aus Tabelle 9. 
Das Verhältnis berechnet sich wie folgt: 
Verhältnisquotient  = 
2
1
Strecke
Strecke  
Tabelle 10: Streckenverhältnisse zur kephalometrischen Auswertung 
Nummer Beschreibung  
 1: Strecke 10 zu Strecke 8 (IOK-A zu MOK-K1) 
 2: Strecke 11 zu Strecke 7 (MUK-LAUK zu MOK-LAOK) 
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4.7. Präparation des Unterkiefers 
Zur optischen und histomorphometrischen Auswertung musste der 
Unterkiefer den Mäusen entnommen und freipräpariert werden. Ausgehend von 
den Mundwinkeln wurden mit einem Skalpell beidseitig Entlastungsschnitte in 
sagittaler Ausrichtung gesetzt. Ein weiterer Schnitt führte durch die 
Umschlagfalte im Vestibulum vor den Inzisiven des Unterkiefers. 
Der Unterkiefer luxierte durch eine forcierte, rotierende Öffnungsbewegung, die 
weit über die physiologische Mundöffnung hinaus ging. Nach einer Drehung um 
180° war der Kondylus des Unterkiefers aus der Gelenkkapsel gesprungen. Nach 
Durchtrennung des Musculus masseter konnte dieser vom restlichen Kopf 
getrennt werden. Es folgt die manuelle Säuberung des Knochens von den noch 
anhaftenden Sehnen und Muskeln, wie der Zunge, der Mundbodenmuskulatur 
und Teilen der drei großen Kaumuskeln. Die beiden Kieferhälften sind über eine 
Synchondrose verwachsen und konnten mit einem Skalpell voneinander getrennt 
werden. 
 
 
Abbildung 15:  Präparierter Unterkiefer der Hausmaus (Mus musculus). Die Schnittrichtung 
der zur Knochendichtebestimmung eingesetzten Gewebeschnitte ist als weiße 
Linie eingezeichnet. 
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4.8. Histologische Gewebeaufbereitung 
Die Aufbereitung der Präparate erfolgte entsprechend der Trenn-
Dünnschlifftechnik nach Donath (1995) [23]. 
Nach Fixierung für 21 Tage in Formalin wurden die Unterkieferhälften 24h 
fließend gewässert. Es schloß sich das Entwässern in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe an. Jede Konzentrationsstufe wurde drei Tage beibehalten und die 
angesetzte Lösung täglich gewechselt. 
 
Tabelle 11: Zur Entwässerung der Präparate verwendete aufsteigende Alkoholreihe 
 Alkohol-Lsg. Zeit  
 Ethanol (in %) 
 70 3 d 
 80 3 d 
 90 3 d 
 96 3 d 
 99,5 5 d 
Die Schnitte wurden in Kunststoff gebettet. Dazu wurden die Präparate für 5 
Tage in der Infiltrationslösung K-Plast „A“ der Firma Medium Histotechnologie 
getränkt. Diese Infiltrationslösung enthält das Monomer Methylmetacrylat 
(MMA). Anschließend wurde der eigentliche Kunststoff, bestehend aus den 
Infiltrationslösungen „A“ und „B“, sowie dem K-Plast-Pulver, entsprechend der 
Dosierungsvorschriften, angemischt. Jeder Unterkiefer wurde einzeln auf den 
Boden eines Glasgefäßes gelegt, welches wiederum zu einem Drittel mit dem 
flüssigen Kunststoff befüllt wurde. Der Kunststoff härtet bei Raumtemperatur 
aus. 
Die aus dem Glas geschlagenen Objekte wurden unter Wasserkühlung getrimmt. 
Die Schnittachse wurde im Bezug zur Frontalebene kranial nach distal geneigt 
(siehe Abbildung 15). Mit dem hochviskösen Fixationskleber Technovit 
7230VL3 der Firma Heraeus-Kulzer GmbH wurden die Harzblockmodelle auf 
großen Kunststoffobjektträgern (50x100x1,5mm) der Firma Exakt positioniert 
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und 30 Minuten unter Halogen-Licht polymerisiert. Der Ramus des Unterkiefers 
zeigte zum großen Träger. 
Die nun folgenden Arbeitsschritte wiederholten sich für jeden der bis zu 11 
angefertigten Schnitte je Unterkiefer. Zur Schnittaufbereitung wurde die 
gegenüberliegende Fläche mit dem Exakt-Mikroschleifsystem und Naß-
Schleifpapieren der Körnungen 800, 2400 und 4000 geglättet und 
hochglanzpoliert. Mit Präzisionskleber wurde ein kleiner Objektträger (25 x 75 x 
1,5mm) plan aufgeklebt. 
Die Gewebeproben wurden nun mittels einer Diamant-Bandsäge 
(Trennschleifsystem der Firma Exakt) auf eine Dicke von 200 µm parallel zum 
kleinen Objektträger geschnitten. Das Präparat mit großem Objektträger wurde 
für den nächsten Schnitt vorbereitet. 
Der fertige Schnitt wurde mit Hilfe des oben beschriebenen Mikroschleifsystems 
und 800er-Schleifpapier auf eine Schichtdicke von 70µm reduziert. Dieses 
beinhaltete auch die Schichtdicke von 20µm des Präzisionsklebers. Der 
Vorpolitur mit Schleifpapier der Körnung 2400 folgte die Hochglanzpolitur mit 
4000er Körnung. 
Zur optischen Auswertung wurden die Schnitte nach Giemsa gefärbt. Der 
Oxidation für 17 bis 20 Minuten in H2O2 folgt eine Spülung unter 
Leitungswasser. Im Verhältnis 1:5 verdünnte Giemsa-Färbung umspülte für 45 
Minuten die Präparate. Es folgte ein erneutes Abspülen unter fließendem 
Leitungswasser. Nach der Trocknung mussten die Überschüsse der Färbung mit 
einer 50%-Ethanol-50%-Aceton-Lösung entfernt werden. 
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Die Gewebe stellen sich in folgender Färbung dar: 
Tabelle 12: Färbeergebnisse nach Giemsa 
Struktur Färbeergebnisse  
Mineralisierte Hartgewebematrix  ungefärbt 
Knochen- und Weichgewebszellen,  
Kollagenfibrillen und Osteoid unterschiedlich blau 
Knorpelmatrix rot violett 
Zellkerne  blau 
Zement  dunkelblau 
Erythrozyten, Epitheloidzellen  
und Bindegewebe hellrot-rotorange 
 
 
Abbildung 16: Zwischenschritte bis zum histologischen Präparat. 
Die Fotos zeigen eine ausgelöste und gesäuberte Unterkieferhälfte (1). Das in 
MMA-Kunststoff eingebettete Objekt (2). Ein zum ersten Schnitt vorbereitetes 
Präparat (3). Ein nach Giemsa gefärbter, nicht demineralisierter Gewebeschnitt 
(4). 
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4.9. Histomorphometrische Untersuchung 
Die Bestimmung der Knochendichte, der nicht demineralisierten 
Gewebeschnitte, erfolgte mittels computerunterstütztem Bildbearbeitungs-
Programm (QWin, Firma Leica) unter dem Lichtmikroskop 
histomorphometrisch. 
Von circa elf Schnitten, die je Unterkiefer hergestellt werden konnten, mussten 
die Geeigneten ausgewählt werden. Die Kriterien wurden wie folgt festgelegt: 
Der Anteil der angeschnittenen Spongiosa sollte so dimensioniert sein, dass eine 
Auswertung überhaupt möglich ist. Der Richtwert lag bei ungefähr einem Drittel 
der gesamten Schnittfläche. Es kommen nur Schnitte auf Höhe der Seitenzähne 
(Molaren) in Frage, bei denen die Wurzel jedoch nicht angeschnitten wurde. 
Von den 3 Schnitten, die im Mittel in diesem Bereich lagen, entsprachen ein, 
maximal zwei Schnitte den Anforderungen. 
Die Spongiosa ist ein im Innenraum des Knochens schwammartig aufgebautes 
System, das aus feinen Knochenbälkchen (Trabekeln) besteht. Die Spongiosa 
des Knochens wird nach außen hin von der Compacta umhüllt. Neben der 
Compacta wird die Spongiosa im Unterkiefer der Maus im Bereich der 
Seitenzähne kaudal und kranial von dem Zahnhalteapparat (Parodont) der 
Molaren und Inzisiven begrenzt. Diese Strukturen dürfen bei der Messung nicht 
berücksichtigt werden. Lediglich das Verhältnis aus knöchernen Trabekeln des 
Knochenmarkraums zu der gesamten Meßfläche ist relevant. 
Die Einheit Leica Q 500 IW besteht aus Durchlichtmikroskop, Rechner und der 
Software Leica QWin. Die standardmäßige Größe der Auswertungsfenster von 
Leica QWin erwies sich im Laufe der Untersuchung als zu ungenau. Die 
Auswertungen waren nicht reproduzierbar. Aus diesem Grund wurde die 
Fenstergröße von 0,36 mm² (702x512 Pixel) auf 0,04 mm² (200x200 Pixel) 
gesenkt. Es war nun möglich, ausreichende Messungen pro Schnitt mit 
reproduzierbaren Werten durchzuführen. 
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Diese Problematik führte auch dazu, dass nicht alle produzierten Schnitte eines 
Unterkiefers ausgewertet wurden, sondern nur die, welche die zu Beginn 
genannten Kriterien nach Lage und Darstellung entsprachen. Es konnten 1 bis 2 
Präparate je Maus ausgemessen werden. 
Der Gewebeschnitt wurde so positioniert, dass das Fenster nur Spongiosa 
umfaßt. Die knöchernen Bestandteile wurden umfahren und das Programm 
bestimmt selbsttätig die markierte Fläche in µm², in diesem Fall die der 
angeschnittenen Trabekel. Der Knochenmarkraum entspricht der Differenz 
zwischen Fensterfläche und Knochenfläche. Die Werte wurden notiert und das 
Fenster so weiterbewegt, dass es den bereits ausgewerteten Bereich nicht 
überlappt. Aus den jeweils 12 Messungen je Präparat berechnet sich der 
Mittelwert der Knochendichte. 
Die Formel lautet: 
100
²][
²][tan[%] ×=
mrsMessfenstedesFläche
mzsKnochensubderFlächehteKnochendic μ
μ  
 
Abbildung 17: Screenshot der Programmoberfläche von Leica QWin. Die abgebildete 
Übersichtsvergrößerung ist nicht zum Messen geeignet.
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4.10. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung wurde mit der Tabellenkalkulations-Software 
Excel, Office 2003 der Firma Microsoft und Statistica Version 6.1 der Firma 
StatSoft durchgeführt. 
4.10.1. Statistischer Test 
Die Auswertung der gesammelten kephalometrischen und 
histomorphometrischen Daten nach Geschlecht und Genotyp erfolgte zunächst 
univariat nach dem Mann-Whitney U-Test. Diese nicht-parametrische Statistik 
macht keine Annahmen über die Wahrscheinlichkeitsverteilung der untersuchten 
Variablen.  
Der Einfluß des Alters wurde mit der Spearman-Rangkorrelation und dem 
Casewise-Test nachgewiesen. 
Da die betrachteten Gruppen nicht gleich alt sind, musste ein Regressionstest 
mit multivariater Analyse durchgeführt werden, welcher Genotyp, Geschlecht 
und Alter berücksichtigt. Durch Kombination der Teilergebnisse wurden die nur 
nach Genotyp signifikanten Werte gefiltert. 
4.10.2. Signifikanzniveau 
Die Irrtumswahrscheinlichkeit wird standardmäßig auf 5 Prozent festgelegt. 
Dies bedeutet, dass ein Wert der insgesamt 22 Werte per Zufall statistisch 
signifikant sein kann. Um diesen möglichen Fehler zu umgehen, wurde das 
Signifikanzniveau nach folgender Formel gemäß Bonferroni korrigiert: 
m
p 05,0= , für m = 22 gilt: p = 0,00227 
Es wurde festgelegt:  
Alle Werte für p < 0,00227 sind signifikant (Abkürzung: „s“) 
Für p ≥ 0,00227 besteht keine Signifikanz (nicht signifikant,  
Abkürzung: „ns“) 
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4.10.3. Box und Whisker-Plot 
Die Ergebnisse der Strecken- und Winkelmessungen werden in Box und 
Whisker Diagrammen mit Hilfe einer Fünf-Punkte-Zusammenfassung 
dargestellt: 
a) Median 
Bei nach Größe sortierten Stichproben ist der Median der Wert, 
der nach Anzahl der Meßwerte in der Mitte liegt. 
b) Minimum 
Der niedrigste Wert der Datenreihe. 
c) Maximum 
Der höchste Wert der Datenreihe. 
d) unteres Quartil 
Das 25 % Quartil umfasst das Viertel der kleinsten Werte.  
e) oberes Quartil  
Das 75 % Quartil umfasst das Viertel der größten Werte. 
Die Box erstreckt sich zwischen dem oberen und unteren Quartil, in diesem 
Intervall liegen 50% aller Werte der Datenreihe. Der Median trennt die Box in 
zwei weitere Quartile auf. Die sich der Box anschließenden vertikalen Linien 
repräsentieren die 5. und 95. Perzentile. Minimal- und Maximalwerte der 
Stichprobe sind mit einem „+“-Zeichen gekennzeichnet. 
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5. Ergebnisse 
Mit Hilfe der kephalometrischen Auswertung der Schädel und der Knochendichte-
Bestimmung der Spongiosa des Unterkiefers soll der Einfluß von LTBP-1 auf die 
Knochenform und Struktur aufgezeigt werden. Die 57 Tiere schlossen 15 Knockout-
Mäuse ein, davon 7 Weibchen und 8 Männchen. Unter den 42 Mäusen des Wildtyps 
waren 18 Weibchen und 24 Männchen. Das Lebensalter lag zwischen 43 und 221 
Tagen. 
5.1. Klinische Beobachtungen 
Alle Versuchstiere der Experiment- und Kontroll-Gruppe konnten nach 
beiden im vorhergehenden Absatz erwähnten Methoden ausgewertet werden. 
Die Knockout-Mäuse besaßen keine eindeutigen Merkmale, die eine Sortierung 
durch äußere Eindrücke ermöglicht hätten.  
Die Gegenüberstellung der Verpaarungen heterozygoter Mäuse, die neben dem 
Wildtyp-Gen für LTBP-1 auch das Knockout-Gen trugen, zeigte keine 
Übereinstimmung mit dem 2. Mendelschen Gesetz der Vererbungslehre einer 
1:2:1 Aufteilung (siehe Anhang, Tabelle A 1). 
 
Die korrekte Einstellung des Objektes zum Film wurde daher an der exakten 
Überlagerung der Unterkiefer geprüft. Bei positiver Bewertung waren sowohl 
die Bipupillarlinie sowie der Tubus des Röntgenapparates senkrecht zur 
Filmebene ausgerichtet. 
5.2. Ergebnis der röntgenkephalometrischen Vermessung 
Die statistische Auswertung zeigte eine Abhängigkeit der Messwerte von 
Alter, Genotyp sowie Alter und Genotyp. Das Geschlecht hat keinen 
signifikanten Einfluß auf die Länge der untersuchten Messstrecken und Größe 
der Winkel. In den folgenden Unterkapiteln werden die Werte graphisch als Box 
und Whisker-Plot dargestellt. Die obere Darstellung der Diagrammpaare stellt 
eine Sortierung nach Genotyp dar. Die Ergebnisse der unteren Tabellen sind 
nach Geschlecht sortiert. Auf Messwerte, die sowohl nach Alter als auch Genom 
signifikant sind, wird gesondert hingewiesen. Die Originaldaten der Messung 
befinden sich in tabellarischer Form im Anhang (Tabelle A 7-12). 
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Abbildung 18: Projektion von 21 Meßpunkten der kephalometrischen Auswertung auf ein 
original Röntgenbild der Maus #175. 
 
Legende zu den Tabellen des Abschnittes 5.2 
Die Beschriftung der Abszisse beginnt mit einer Angabe zur Sortierung nach 
Genotyp (WT/KO) oder Geschlecht (m/w). Dann wird die Art des Messwertes 
angegeben: Winkel ’W’, Strecke ’S’ und Verhältnis ’V’, gefolgt von einer 
Zahl. Die Ordinate trägt die zugehörige Einheit Grad “°“, Millimeter “mm“ 
oder einen dimensionslosen Quotienten. 
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Winkel 1 
Der aus den Strecken A-S1 und S1-S2 gebildete Winkel ist nicht 
signifikant. 
 
 
 
145
150
155
160
165
170
175
WT, W 1 KO, W 1
 
145
150
155
160
165
170
175
m, W 1 w , W 1
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Winkel 2, 3 und 4 
Die nächsten beiden Diagramme zeigen drei verschiedene Winkel. Jeder 
Winkel ist getrennt nach Genotyp und Geschlecht gegenübergestellt. Der 
Winkel „W 2“, sortiert nach Genotyp, ist signifikant kleiner. 
 
 
40
50
60
70
80
90
100
WT, W 2 KO, W 2 WT, W 3 KO, W 3 WT, W 4 KO, W 4
 
40
50
60
70
80
90
100
m, W 2 w , W 2 m, W 3 w , W 3 m, W 4 w , W 4
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Winkel 5 
Der fünfte Winkel beschreibt die Neigung des Nasenbeins in Bezug auf die 
kraniale Tangente der Oberkieferfrontzahnwurzel. Die Meßwerte ergeben 
keinen signifikanten Unterschied zwischen Knockout-Mäusen und dem 
Wildtyp. 
 
0
5
10
15
20
25
WT, W 5 KO, W 5
 
0
5
10
15
20
25
m, W 5 w , W 5
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Strecken 1 und 3 
Die Länge des Nasenbein (Os nasale) wird durch die Strecke „S 1“ 
beschrieben. Die im Röntgenbild meßbare Größe des Os parietale 
entspricht der Strecke „S 3“. Es existiert keine Signifikanz. 
 
 
5
6
7
8
9
10
11
WT, S 1 KO, S 1 WT, S 3 KO, S 3
 
5
6
7
8
9
10
11
m, S 1 w , S 1 m, S 3 w , S 3
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Strecke 5 
Die Verbindungslinie liegt zwischen dem prominenten, distal gelegenen, 
knöchernen Vorsprung des Os occipitale und dem Oberrand des Processus 
zygomaticus des Os maxillare. Eine Signifikanz besteht weder nach 
Genotyp, Alter noch Geschlecht.  
 
15
16
17
18
19
20
WT, S 5 KO, S 5
 
15
16
17
18
19
20
m, S 5 w , S 5
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Strecke 6 
Der Punkt C bildet auch eine Meßstrecke mit dem Oberrand des äußeren, 
knöchernen Gehörgangs. 
 
 
 
 
10
11
12
13
14
WT, S 6 KO, S 6
 
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
m, S 6 w , S 6
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Strecken 4, 7, 8, 9, 10 und 12 
Die aufgeführten Distanzen sind entweder nicht signifikant (Strecke 4 und 
8) oder eine Signifikanz besteht neben dem Genotyp auch nach Alter 
(Strecken 7, 9, 10 und 12). Die gemessenen Strecken der Mutanten fallen 
tendenziell kleiner aus. Die Regressionsanalyse bestätigt die multivariate 
Signifikanz der Strecken S7, S9 und S12 bezüglich des Genotyps. 
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4,5
5
5,5
6
6,5
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S 4
KO, S
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WT,
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m, S
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m, S
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w , S
7
m, S
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w , S
8
m, S
9
w , S
9
m, S
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w , S
10
m, S
12
w , S
12
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Strecken 2, 11 und 13 
Von den in dieser Grafik gezeigten Strecken ist keine signifikant, weder 
die Entfernung zwischen dem Unterkiefermolaren und Limbus alveolaris 
der Unterkiefer-Inzisiven (Strecke S11), noch die gemessene Länge des Os 
frontale (S2) oder der Abstand der Limbi alveolariae von Unterkiefer- zu 
Oberkiefer-Inzisiven (S13). 
 
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
5,5
WT, S 2 KO, S 2 WT, S 11 KO, S 11 WT, S 13 KO, S 13
 
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
5,5
m, S 2 w , S 2 m, S 11 w , S 11 m, S 13 w , S 13
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Strecke 14 
An den Unterkieferrand wird eine Tangente durch die Punkte Go und B 
gelegt. Die Höhe wird vom Schnittpunkt der Tangente mit einer 
Senkrechten durch und bis zum Punkt ICM gemessen. Die Werte sind 
nicht signifikant. 
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
WT, S 14 KO, S 14
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
m, S 14 w , S 14
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Streckenverhältnisse 
Das erste Streckenverhältnis (V 1) vergleicht die vordere Gesichtshöhe, 
von der Inzisalkante der Oberkieferfrontzähne bis zur knöchernen 
Nasenspitze, mit der hinteren Gesichtshöhe zwischen dem mesialen 
Äquator des 1. Molaren und dem konstruierten Punkt K1. Die Relation der 
Kieferlänge von Ober- und Unterkiefer, zwischen dem 1. Molaren und 
Limbus alveolaris der Fontzähne, ist ebenfalls nicht signifikant. 
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
WT, V 1 KO, V 1 WT, V 2 KO, V 2
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
m, V 1 w , V 1 m, V 2 w , V 2
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5.3. Histologische Beobachtungen 
Von 62 Tieren wurden insgesamt 600 Präparate angefertigt, je Unterkieferhälfte 
bis zu elf. Nur wenn die Ebene im interradikulären Bereich der Molarenregion 
verlief, wurde genügend Spongiosa zur Auswertung dargestellt. In den meisten 
Fällen erfüllte ein Schnitt alle Kriterien zur einheitlichen Auswertung, bei 
mehreren geeigneten Präparaten wurden die Überzähligen verworfen. Die 
unteren Schneidezähne nehmen bei der Maus auch Raum im dorsokaudalen 
Bereich des Kiefers ein, da diese bei Nagetieren ständiger Proliferation 
unterliegen. Präparate von vierzehn Mäusekiefern waren für die 
Knochendichtebestimmung nicht geeignet, da keiner der Schnitte alle definierten 
Eigenschaften erfüllte und/oder bei der notwendigen Einbettung in den 
Kunststoff zerborsten ist. Insgesamt konnten 48 Gewebeschnitte ausgewertet 
werden, darunter 15 Knockout-Tiere.  
Die Originaldaten der Messung befinden sich in tabellarischer Form im Anhang 
(Tabelle A 2-6). 
5.4. Ergebnis der histomorphometrischen Untersuchung 
Die folgende graphische Darstellung beschreibt die Knochendichte der 
Unterkieferspongiosa in Bezug auf Unterschiede zwischen Wildtyp- und 
Knockout-Mäusen. Das zweite Diagramm zeigt die prozentualen Meßwerte 
getrennt nach Geschlecht. Die Aufschlüsselung nach den Parametern Genotyp 
und Geschlecht ergab keine statistische Signifikanz für p < 0,00227. 
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6. Diskussion 
Wachstumsfaktoren in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie 
In der experimentellen Wissenschaft zeichnet sich innerhalb der letzten 
Jahre ein vermehrtes Interesse an der Erforschung von Wachstumsfaktoren, mit 
dem späteren Ziel der Nutzung in der chirurgischen Medizin, ab. Die plastische 
und rekonstruktive Knochenchirurgie nutzt derzeit Methoden zur Verpflanzung 
vitaler Knochenzellen. Die Verwendung autogenen Knochenmaterials ist häufig 
mit aufwendigen Zweitoperationen verbunden, die für den Patienten eine 
zusätzliche Belastung darstellen. Ein Beispiel ist die teilweise 
Beckenkammtransplantation zum Knochenaufbau stark atrophierter Kiefer. Bei 
geringeren Defekten, wie dem Ersatz von Einzelzähnen nach Extraktion und 
ausreichendem Knochenangebot, finden zur Einheilung eines Zahnersatz-
Implantates die Mechanismen der Osteokonduktion bereits ihre Anwendung; 
außerdem sind Beschichtungen zur Osteoinduktion in der Erprobung. Erfolgt 
das Wachstum ausgehend vom Transplantatlager und fungiert die 
Implantatoberfäche als Leitstruktur der Osteogenese, spricht man von dem 
Prinzip der Osteokonduktion. Allogener Knochen muss vorbehandelt werden 
[9]. Auch als autolysierter, antigenextrahierter, allogener Knochen stellt er 
weiterhin einen potentiellen Übertragungsweg für Infektionskrankheiten dar. Die 
teilweise geringe Resorbierbarkeit des Ersatzmaterials kann zu mechanischem 
Stabilitätsverlust, Fremdkörperreaktionen bis hin zum totalen Verlust führen. 
Osteokonduktive Effekte können auch bei größeren autogenen 
Knochentransplantaten nachgewiesen werden [44]. Werden mesenchymale 
Stammzellen mit Hilfe der Chemotaxis durch Wachstumsfaktoren angelockt, 
differenzieren sie zu Osteoblasten und induzieren eine Knochenneubildung, 
dabei handelt es sich um einen osteoinduktiven Vorgang. Die Möglichkeit zur 
unbegrenzten, gentechnischen Herstellung von Wachstumsfaktoren gibt einen 
neuen Weg vor, um Implantaten osteoinduktive Potenz zu verleihen. Allogene 
Implantate werden nicht länger demineralisiert, um Wachstumsfakoren wie 
BMP zu demaskieren, statt dessen werden definierte Mengen von 
rekombinantem humanen BMP an die Trägermaterialien adaptiert. Die 
Kombination mehrerer Wachstumsfaktoren kann die Quantität und Qualität der 
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BMP-induzierten Osteogenese gezielt und reproduzierbar regulieren. Ein 
maximaler synergistischer Effekt wurde bei einem Masseverhältnis von 20:1 
zwischen rh-BMP-7 und TGF-β1 von Ripamonti et al. beobachtet [76]. 
LTBP-1-Wirkungen 
LTBP-1 ist das Letzte der zur Zeit bekannten Latent TGF-β Binding Proteine, 
für welches keine in vivo Studie publiziert wurde. Hinweise auf seine 
vermuteten biologischen Funktionen geben ausschließlich in vitro Studien. 
Anscheinend besitzt das Protein zwei Wirkungsmechanismen bezüglich TGF-β. 
LTBP-1 erleichtert die Sekretion des Wachstumsfaktors aus der Zelle und 
moduliert die Aktivierung des latenten TGF-β [25]. Auf der Grundlage des 
C57BL/6 Inzuchtstammes wurde am Institut für Klinische Chemie und 
Pathobiochemie unter der Leitung von Professor Dr., Prof. h. c. Gressner in der 
Arbeitsgruppe von PD Dr. R. Weiskirchen eine LTBP-1-Knockout-Variante 
generiert. Diese LTBP-Isoform wird in mehreren Arbeitsgruppen auf 
verschiedene mögliche Ausprägungen des Phänotyps untersucht. Deren 
Schwerpunkt liegt in der Bestimmung leberspezifischer Parameter wie ALT, 
AST und γ-GT zur funktionellen Analyse von LTBP-1 in der Leber als Organ 
und isolierten Leberzellen, sowie Fahndung nach möglichen und funktions-
relevanten LTBP-1-Spliceformen.  
Diese hier vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der kephalometrischen und 
histomorphometrischen Auswertung des Schädels beziehungsweise 
Unterkiefers. Dabovic et al. untersuchte zuvor in der Studie von 2002 [19] die 
LTBP-3 Isoform röntgenologisch und histologisch. Die markanten 
Ausprägungen dieses Phänotyps gaben den Anstoß für eine ähnliche 
Untersuchung an den nun verfügbaren Knockout Mäusen. Ein erster subjektiver 
Vergleich von Röntgenaufnahmen eines Knockout-Tiers mit dem Wildtyp ließ 
Vermutungen einer abweichenden Knochenentwicklung, analog zur LTBP-3 
Knockout-Variante, zu. 
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Experimentelle Grundlagen 
Das gewählte Tiermodell für die Untersuchungen von TGF-β und LTBP-
Isoformen ist gewöhnlich die Maus oder Ratte. Je nach Fragestellung ist es für 
Vergleichs- und Diskussionsmöglichkeiten von Vorteil, dieselben Tiere wie in 
anderen bestehenden Arbeitskreisen und veröffentlichten Arbeiten zu wählen. 
Der Einfluß unterschiedlicher Tiermodelle auf die osteoinduktive Potenz 
ermittelte Thielmann und Etter [103] experimentell.  
Die ablaufenden Osteoinduktionsvorgänge implantierter Knochenmatrix, 
Knochenmatrixgelantine und Knochenmatrixextrakte in heterotoper, 
intramuskulärer und orthotoper knöcherner Lokalisation in Ratten, Schafen und 
Hunden wurde unter gleichzeitigem Einfluß von systemischer 
Immunsuppression, lokaler Antibiotika- beziehungsweise Fibrinzugabe und 
Osteosynthesematerial untersucht. Eine starke Abhängigkeit der Osteogenese 
von Immunsupression, Implantat und Lokalisation des Implantats zeigte sich bei 
Hunden und Schafen, während sich die Knochenbildung bei Ratten in allen 
Untersuchungsgruppen deutlich erhöhte. Eine direkte Übertragung der bei 
Nagetieren gewonnenen Erkenntnisse auf höhere Säuger ist daher nicht zulässig. 
Die Versuche unterstreichen gleichzeitig die Unanfälligkeit des Rattenmodells 
als Untersuchungssystem für knocheninduktive Prozesse [103].  
Der geringe Platzbedarf spricht neben der hohen Vermehrungsrate und dem 
geringen Futterbedarf für die Hausmaus (Mus musculus). Ihr Verhalten auf 
Medikamente und besonders ihr Genom sind weitestgehend erforscht. Der letzt 
genannte Punkt ist besonders für die Züchtung einer Knockout-Variante von 
zentraler Bedeutung. Die Zucht der homozygoten Knockout-Variante erfolgte 
sowohl durch rein homozygote Eltern wie auch durch heterozygote Elternpaare, 
bei entsprechend geringer ausfallendem Zuchterfolg. 
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Kephalometrie 
Die Festlegung der Messpunkte zur kephalometrischen Auswertung des 
Schädels erfolgte nach röntgenologischen Gesichtspunkten. Nur Strukturen, wie 
Suturen, die auf den Aufnahmen exakt und reproduzierbar bestimmt werden 
konnten, wurden ausgewählt. Die dadurch definierten Strecken wurden so 
gewählt, dass sowohl horizontales als auch vertikales Wachstum registriert 
werden kann. Die fünf gemessenen Winkel befinden sich im Gesichtsbereich, da 
eine verkürzte Schnauze, beziehungsweise „Stupsnase“, nach einer ersten 
Stichprobe bestehend aus einem Wildtyp- und Knockout-Tier, vermutet wurde.  
Die Vermessung der Tiere verlief in zwei Schritten. Auf einer neu erstellten 
Ebene des digitalisierten Bildes wurden Markierungen mit einem Durchmesser 
von fünf Pixel gesetzt. Dadurch resultierte eine maximale Messungenauigkeit 
von 2,5 Pixel innerhalb jedes Messpunktes. Dies entspricht einer Strecke von 
einem zehntel Millimeter (1/10 mm). Die vorrausgehende manuelle Setzung der 
Punkte anhand röntgenologischer Strukturen birgt bei weniger sorgfältiger 
Positionierung eine höhere Messgenauigkeit. Anschließend konnten die 
Strecken und Winkel bestimmt werden. Anhand der bearbeiteten Originalbilder 
ist eine Nachprüfung der reproduzierbaren Ergebnisse weiterhin gegeben. Eine 
zweite Messung zur Mittelwertbildung war auf Grund dieses Vorgehens nicht 
zwingend.  
Die Zucht mit heterozygoten Elterntieren führte zu einem annähernd 50%-igen 
Geburtsverhältnis zwischen Weibchen und Männchen. Nach dem 
Spaltungsgesetz von Mendel sollte der Genotyp an die Filialgeneration (F) in 
diesem Fall nach folgender Regel vererbt werden: 
Elterngeneration: )/( −+  X )/( −+  
Ferwartet: 25% )/( ++  50% )/( −+  25% )/( −−  
Das Verhältnis bei 128 Tieren, gezeugt von 3 hybriden Zuchtpaaren, wich von 
diesen erwarteten Anteilen ab. 
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FZucht: 27% )/( ++  57% )/( −+  16% )/( −−  
Zugunsten der Allelkombinationen (+/+) und (+/-) fällt der Anteil der 
homozygoten Knockout-Tiere deutlich hinter den nach Mendel im 2. Gesetz 
beschriebenen Verteilungen zurück. Die Gründe könnten in einer frühen 
Fehlentwicklung eines Teils der homozygoten Knockout-Embryonen liegen, die 
schon im Anfangsstadium zum Tod führt. Fehlentwicklungen mit 
Todeszeitpunkt um den Geburtstermin wurden in einer Studie von Shipley et al. 
2000 [90] bei Non-Expression von LTBP-2 erwähnt. Dieser Vergleich muß 
zurückhaltend betrachtet werden, da es sich bei LTBP-2 um ein Protein handelt, 
dass kein SL-Komplex, wie LTBP-1 (siehe Abbildung 1, Seite 6), bindet. Die 
Namensgebung erwies sich im Nachhinein als fehlerhaft. 
Da die Anzahl der LTBP-1 Mutanten geringer ist als erwartet, kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass ein Teil der LTBP-1 Mutanten während der 
Embryonalphase oder unmittelbar postnatal versterben. In einer kürzlich 
veröffentlichten Arbeit wurde gezeigt, dass in einem LTBP-3-defizienten 
Mäusestamm die Hälfte aller Tiere 3 bis 4 Wochen nach der Geburt sterben [15]. 
Diverse Arbeiten (siehe Tabelle 1) belegen die essentielle Bedeutung der 
Anwesenheit von TGF-β bei der Embryonalentwicklung von Mäusen. Ohne 
TGF-β 1 oder 2 entstehen keine lebensfähigen Tiere. Das Zytokin induziert 
verschiedene Gene, die Proteine für die EZM codieren. Das Überleben einzelner 
LTBP-1 defizienten Tiere kann unter Umständen damit erklärt werden, dass 
LTBP-4 einzelne Teilfunktionen von LTBP-1 übernimmt [36].  
Die Werte der Mediane aller Whisker-Diagramme fallen bei einer Sortierung 
nach Genom für die Knockout-Variante tendenziell niedriger aus. Jedoch sind 
nicht alle Unterschiede zwischen Mutanten und Wildtyp statistisch signifikant. 
Gegenüberstellungen nach Geschlecht sind für keinen Messwert statistisch 
signifikant und finden aus diesem Grund keine weitere Beachtung. Anders 
verhält es sich mit dem Faktor Alter. 
Die Winkel W4 und W5 korrelieren, sind jedoch nicht signifikant und 
beschreiben die Neigung von der Wurzel der Oberkieferinzisiven und des 
Nasenbeins. Da auch kein signifikanter Größenunterschied bei Winkel W3 
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vorliegt, geben diese Meßwerte keinen Hinweis auf eine veränderte kraniale 
Neigung des Nasenbeins oder mesial stärker kaudal orientierte Neigung der 
Frontzahnneigung im Vergleich zum Wildtyp. Alle drei genannten Winkel W3, 
W4 und W5 besitzen mit dem Punkt K1 einen konstruierten Scheitelpunkt. Die 
Tatsache einer erhöhten Fehlerwahrscheinlichkeit durch die Konstruktion 
vermindert grundsätzlich die Aussagefähigkeit.  
Für den Winkel W2 liegt eine ausschließliche Signifikanz nach Genotyp vor. 
Alle drei Punkte, welche zur Bildung der zwei Schenkel herangezogen werden, 
sind an röntgenologisch abzugrenzende Strukturen gebunden und ohne mögliche 
konstruktionsbedingte Variationen reproduzierbar (Abbildung 19). Der kleinere 
Winkel im Vergleich zum Wildtyp spricht für ein abgesenktes Nasenbein 
beziehungsweise eine insgesamt abgeflachte Schnauze. 
 
Abbildung 19: Der Winkel W2 liegt zwischen den Schenkeln der Punkte A, S1 und MOK. 
Gestützt wird dieses durch ein signifikant kleineres Diastema im Oberkiefer 
(Strecke S7) (Abbildung 20). Gleiches gilt für die entsprechende Strecke S11 im 
Unterkiefer. Es ist zu beachten, das eine Signifikanz ebenfalls nach Alter für die 
beiden Strecken S7+11 besteht. Zwei weitere Meßstrecken, S9 und S12, 
beschreiben die Länge des Kiefers bis zu den Schneidezahnkanten des Ober- 
beziehungsweise Unterkiefers. Auch diese Werte sind signifikant kleiner und 
widersprechen den Feststellungen nicht. Die gleichzeitige Abhängigkeit vom 
Alter fordert eine weitergehende statistische Auswertung. 
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Abbildung 20: Die Strecke S7 verbindet die Punkte MOK und LAOK. Die Linie zwischen 
den Punkten MOK und IOK entspricht der Strecke S9. 
 
Die vordere Gesichtshöhe, definiert durch die Strecke S10 von der 
Schneidekante der Oberkieferinzisiven zur anterioren Spitze des Nasenbeins, 
scheint die vorhergegangenen Interpretation zu stützen. Denn dieser Abstand ist 
signifikant kleiner, so dass die Nasenbeinspitze kaudal geneigt sein sollte. Aber 
auch dieser Wert ist abhängig vom Alter und nach multivariater Analyse muss 
dieser ausgeschlossen werden. 
Die Strecke S 13 verläuft intermaxillär zwischen den limbi alveolariae palatinal 
beziehungsweise lingual der Frontzähne. Diese Strecke unterliegt durch die 
Mobilität des Unterkiefers einer erhöhten Schwankung und sollte bei weiteren 
Auswertungen nicht weiter berücksichtigt werden. Eine weitere Möglichkeit der 
fehlenden Signifikanz ist wahrscheinlich auch in den nicht immer ganz 
geschlossenen Kiefern während der Röntgenaufnahmen begründet. 
Neben dem nur nach Genotyp statistisch signifikanten Wert W2 existieren noch 
die Daten S7, S9, S10, S12 und V1, die zusätzlich eine Signifikanz nach Alter 
besitzen. Mit Hilfe eines T-Tests und der multivariaten Analyse nach Alter, 
Genom und Geschlecht erfolgte die Überprüfung einer tatsächlichen 
Signifikanz, begrenzt auf die Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-
Tieren. Wie bereits in einem vorhergehenden Absatz erwähnt, fallen die Strecke 
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S10 genauso wie das Gesichtshöhenverhältnis V1 heraus. Die Strecke S9 ist 
gerade signifikant, da auch nach Alter der geforderte p-Wert von 0,00227 mit 
0,00228 nur knapp überschritten wird. Die Strecke S12 ist nach Genotyp mit 
p=0,002297 kurz vor der Schwelle zur Signifikanz (Abbildung 21). 
 
Abbildung 21: Die Strecke S12 verläuft zwischen den Punkten MUK und IUK.  
Zusammenfassend bestehen mit W2, S7 und S9 drei signifikante Parameter und 
ein grenzwertig signifikanter Wert S12. Mit dem bloßen Auge sind diese 
morphologischen Änderungen nicht wahrnehmbar. Dennoch liegt ein messbar 
verkürztes Diastema zwischen den Schneidezähnen und Molaren im Oberkiefer 
vor. Die Strecke S11 liegt mit p=0,0033 zwar in der Nähe der Signifikanzgrenze, 
unterschreitet diese aber nicht. Für eine verkürzte Schnauze sprechen die 
verkürzten Strecke S9 und S12 (grenzwertig), die jedoch auch auf einer steileren 
Neigung der Frontzähne, nach lingual im Unterkiefer beziehungsweise palatinal 
im Oberkiefer, basieren können.  
Die gewonnenen Erkenntnisse belegen den Einfluß von LTBP-1 auf die 
Schädelentwicklung im Bereich des Viscerocranium. Ähnlich starke und 
auffällige visuelle Unterschiede durch Knochendeformationen des Skeletts, wie 
bei Mäusen mit LTBP-3-non-Expression, fallen nicht auf. 
Aufgrund der Einzelhaltung der Tiere und unbegrenztem Nahrungsvorrat kann 
eine Mangelernährung ausgeschlossen werden. Eine höhere Anzahl der 
Knockout Tiere wäre wünschenswert, doch die Zuchtpopulation umfasste bereits 
 70 
6 Diskussion 
  
377 Mäuse hetero- und homogenen Typs. Aufgrund verschiedener Arbeiten in 
anderen Arbeitsgruppen sowie der weiteren Zucht standen nur fünfzehn der 
insgesamt 52 Knockout-Mäuse zur Verfügung. Aus diesen Gründen und der 
geringeren Anzahl lebender LTBP1-KO-Tiere, als die Spaltungsregel nach 
Mendel erwarten lassen würde, konnten keine Klassen definierten Alters 
gebildet werden. Die ermittelten Werte wurden deshalb mittels statistischer 
Analyse gefiltert, so dass nur die relevanten, signifikanten Daten in die 
Auswertung einflossen. 
 
Histologie 
Um die Ursache der veränderten Schädelmorphologie zu klären, wurde 
beispielhaft die Knochendichte des Unterkiefers bestimmt. Mit dem Unterkiefer 
wurde der massivste Knochen des Kopfes der Maus gewählt. Die Schnittebenen 
neigen sich kranial leicht nach distal. Der spongiöse Raum ist kaudal durch die 
Wurzel des Unterkiefer Schneidezahnes und kranial durch die Krone der 
Molaren begrenzt. Histologische Präparate mit angeschnittenen Wurzeln der 
Molaren hatten nicht genügend Spongiosa für eine Auswertung. Schnitte im 
vorderen Bereich des Unterkiefers bestanden nur aus Compacta. Im 
retromolaren Bereich zeigte sich zwar ein Hohlraum im Inneren des Knochens, 
dieser war jedoch ganz ohne Knochenbälkchen. 
Die Färbungen nach Giemsa wurden in Anlehnung an die 
Methodenbeschreibung nach Donath 1995 modifiziert. Der Knochen stellte sich 
gut dar, der Übergang von Compacta zu Spongiosa war in angrenzenden 
Bereichen nicht sicher möglich. Dieses schränkte die möglichen Messfelder 
weiterhin ein. Wegen der ungleichmäßigen Verteilung der Knochenbälkchen 
wurde die gesamte, abzugrenzende Spongiosa vermessen. Die Anzahl der 
gesetzten Meßfenster ist aus diesem Grunde nicht konstant gewählt.  
In der Studie von Dabovic et al. [19] wurde die Knochendichte anhand des 
Oberschenkelknochen (Femur) der Maus bestimmt. Eine höhere Knochendichte 
der Spongiosa konnte im Unterkiefer nicht nachgewiesen werden. Alternativ 
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sollte statt dessen die Untersuchung wie von am Femur durchgeführt werden. 
Dort ist der Anteil von Spongiosa nicht so stark eingeschränkt und die 
Messungen können auf ein größeres Testfeld zurückgreifen und eine höhere 
Konstanz bieten. Kombiniert mit einer größeren Schnittfläche, bei sagittaler 
Schnittführung, könnte sich die Auswertung sicherer und leichter mit einer für 
jedes Präparat festgelegten Menge Einzelmessungen gestalten. Der menschliche 
Unterkiefer wird in der Literatur als U-förmiger Röhrenknochen beschrieben, 
bei der Maus ist dies aufgrund des zweigeteilten und über eine Synchondrose 
verwachsenen Unterkiefers nicht der Fall.  
Letztendlich führte die histomorphometrische Untersuchung der Knochendichte 
der Spongiosa im Unterkiefer zu keinem signifikanten Ergebnis. Weder nach 
Genotyp noch nach Geschlecht ließen sich Unterschiede nachweisen. Daher 
scheidet ein erhöhter Metabolismus der Knochen als Ursache für die 
Deformation aus. Es widerspricht auch der möglichen These, dass der geringere 
Winkel „W2“ oder das verkürzte Diastema aus einer höheren Bruchgefährdung 
der Knochen des Knockout-Typs resultieren. Eine langsamere Entwicklung der 
Schädelknochen bei ähnlich zeitlichem Wachstumsabschluß ist vorstellbar, da 
nach der Studie von Dallas et al. (2002) [19] korreliert die erhöhte Sekretion von 
Bestandteilen der EZM mit der Anwesenheit biologisch aktiven TGF-βs. 
Alternativ zur röntgenologischen Einzelbildaufnahme existieren nach der 
Erstellung eines Computertomogramms (CT) erweiterte Möglichkeiten zur 
Streckenmessung, da die Informationen nicht nur auf eine Ebene projiziert 
werden. Bei der Knochendichtebestimmung mit computertomographischen 
Aufnahmen unter Verwendung von Houndsfield-Einheiten schränken massive 
Überlagerungseffekte die Aussagefähigkeit über den Zustand des trabekulären 
Gerüstes ein. Eher kann der Mineralisationsgrad auf diese Weise überprüft 
werden [89].  
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7. Zusammenfassung 
Fragestellung: 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung möglicher 
Auswirkungen verhinderter Expression von LTBP-1 auf die 
Knochenentwicklung des Schädels und des Unterkiefers der Maus. Die 
Ergebnisse dieser Studie sollen einen Einblick der in vivo Funktionen des 
Proteins LTBP-1 ermöglichen. 
 
Material und Methode: 
Die Arbeit wurde am Mausmodell durchgeführt. Insgesamt wurden 57 
Tiere untersucht. Neben 42 Wildtyp-Mäusen konnten 15 Knockout-Mäuse 
gezüchtet werden. Letztere sind nicht in der Lage, das Protein LTBP-1 zu 
bilden. 
Die Schädel der Tiere wurden nach dem Prinzip einer Fernröntgen-
seitenaufnahme abgelichtet und kephalometrisch ausgewertet. Anschließend 
wurden die Unterkiefer präpariert und histologisch aufbereitet. Die 
histomorphometrische Untersuchung nach Giemsa gefärbter Knochenschnitte 
lieferte Informationen über die Knochendichte in der Spongiosa.  
 
Ergebnis: 
Es bestehen statistisch signifikante Unterschiede in der Schädelmorphologie 
zwischen der Wildtyp- und Knockout-Variante der Maus. Entgegen 
ursprünglichen Erwartungen konnte der genetische Defekt den Versuchstieren 
nicht mit dem bloßen Auge anhand der Schädelmorphologie angesehen werden. 
Des Weiteren folgte die Vererbung bei heterozygoter Kreuzung nicht dem 
Spaltungsgesetz nach Mendel (2. Mendelsches Gesetz). Diese Diskrepanz ist 
möglicherweise durch nicht lebensfähige Knockout-Embryonen 
beziehungsweise postnatal verstorbenen Knockout Tieren bedingt.  
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Die Bestimmung der Knochendichte des Unterkiefers anhand des knöchernen 
Anteils der Spongiosa zeigte weder eine Signifikanz nach Geschlecht, noch nach 
Genom der Tiere. 
 
Schlussfolgerung: 
Der absolute Mangel an LTBP-1 wirkt sich auf Strukturen des Schädels aus. Die 
hervorgerufenen Änderungen der Winkelgrößen und Streckenlängen im 
Gesichtsbereich bestätigen die zu Beginn geäußerten Vermutungen, jedoch in 
einer weitaus geringeren Ausprägung als zunächst erwartet werden konnte. Die 
Schnauze der LTBP-1-Knockout-Tiere ist verkürzt und über das Nasenbein 
abgeflacht. Die Knochendichte der Knockout-Variante läßt keine Rückschlüsse 
auf einen erhöhten Osteoblasten- oder Osteoklastenstoffwechsel gegenüber dem 
Wildtyp zu. 
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9. Anhang 
 
 
Tabelle A 1: Aufteilung der Genotypen nach Verpaarung heterozygoter 
Mäuse. 
  
Anzahl 
der 
Mäuse 
+/+ -/- +/- m w 
33 9 7 17 18 15 Zucht1 
100% 27% 21% 52% 55% 45% 
              
16 6 1 9 7 9 Zucht2 
100% 38% 6% 56% 44% 56% 
              
74 18 12 44 40 34 Zucht3 
100% 24% 16% 59% 54% 46% 
              
123 33 20 70 65 58 Gesamt 
100% 27% 16% 57% 53% 47% 
 
Abkürzungen: Männchen (m), Weibchen (w), homozygoter Wildtyp (+/+),  
heterozygoter Typ (+/-), homozygoter Knockout-Typ (-/-). 
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Tabelle A 2: Ergebnisse der Knochendichtemessung je Messfenster. 
Genotyp -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Tiernummer #018 #119 #138 #141 #200 #201 #202 #203 #112 #115 
Schnitt 5 7 5 4 7 6 6 7 8 6 
Geschlecht m m m m m m m m w w 
                      
Messfenster Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] 
1 16447,76 33068,54 15092,44 12759,72 28865,94 15313,96 14892,62 5586,01 23133,74 31613,92
2 10374,02 39900,10 31879,83 6390,39 35618,95 16739,51 8763,33 9363,43 816,51 23433,79
3 9698,59 6807,91 15276,30 26657,71 15878,95 22240,62 16538,42 23136,93 23760,01 9994,81
4 15405,89 15237,99 10245,06 13435,15 13444,09 33987,20 21135,54 10641,51 19386,32 21707,55
5 439,86 8181,75 22612,16 25664,36 2614,25 19882,36 13677,10 12840,80 0,00 17819,05
6 0,00 17111,06 4747,79 25265,36 17878,42 17523,47 8766,52 19691,48 11966,83 35373,80
7 12911,02 19101,60 10003,11 12074,72 1473,43 18108,88 30491,95 16559,48 17251,51 26833,91
8 2526,15 25108,95 3677,83 21535,18 18747,92 15121,81 17317,90 32022,20 19538,26   
9 21764,37 19806,39 15594,22 23378,88 11480,37 18422,34 19007,11 14825,59 27590,42   
10 25036,81 16051,96 37245,65 17157,67   19883,64 23077,56 39900,10 20897,42   
11 39900,00 13375,14 27229,72 31300,80   13635,61 20159,43 39900,10 28412,68   
12 39900,00 23560,19 23834,06     25868,65 20296,04 25211,10 18289,55   
13 39900,00 32946,60 21076,17     10049,07 35985,39 19421,44 24566,31   
14 31674,27 12612,89 26816,04     10559,15 31712,57 35872,39 7119,45   
15 7886,81 13263,42 35934,32     4574,78 3690,60 15561,03 8656,72   
16 8102,59 18391,70 36487,54     18747,29 19288,01 15998,33 6904,31   
17 6794,50 39900,10 18036,74       25989,31 33530,10 29138,54   
18   0,00 16663,54       39900,10 17843,31 39900,10   
19     18977,75         18827,08     
20     19030,10               
21     27060,54               
22     39900,10               
23     39900,10               
24                     
25                     
26                     
                      
Summe 288762,64 354426,29 517321,11 215619,94 146002,32 280658,34 370689,50 406732,41 327328,68 166776,83
Messflächen 17,00 18,00 23,00 11,00 9,00 16,00 18,00 19,00 18,00 7,00
Prozent 42,57% 49,35% 56,37% 49,13% 40,66% 43,96% 51,61% 53,65% 45,58% 59,71%
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Tabelle A 3: Ergebnisse der Knochendichtemessung je Messfenster. 
Genotyp -/- -/- -/- -/- -/- +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
Tiernummer #139 #160 #195 #197 #204 #011 #017 #026 #045 #047 
Schnitt 6 6 8 5 6 5 7 7 8 7 
Geschlecht w w w w w m m m m m 
                      
Messfenster Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] 
1 16621,41 24321,80 30336,18 22179,97 29523,49 29898,24 17490,91 10440,41 37692,47 24974,89
2 11489,30 6995,60 25207,90 37698,12 21242,79 33906,76 0,00 623,08 4851,85 28591,43
3 33193,66 29470,51 28154,76 35115,25 30811,15 25280,04 16559,48 32481,21 2703,63 17640,30
4 10043,96 23431,87 10660,02 39900,10 33613,09 4071,72 26356,39 14327,00 22725,80 293,03
5 12955,71 16612,47 39900,10 39900,10 16700,57 29873,98 21030,21 14818,56 28680,80 24832,52
6 17725,21 22663,24 12566,29 23527,63 19067,76 14648,11 23705,11 14354,45 12289,22 29404,11
7 38317,47 0,00 12804,41 15591,67 9878,62 1504,71 28864,03 29796,09 10186,33 19535,07
8 21617,54 39900,10 24724,63 26015,48 19110,54 11260,12   32532,28 21757,98 27467,21
9 23588,28 30648,36 22548,96 6864,73 10764,72 13425,57   18529,59 2960,90 34850,31
10 18654,08 34513,24 16466,28 29587,97 16786,76 13029,13     9505,79 27404,00
11 13474,73 18299,13 3455,03 12851,01 16186,02 11069,87     23690,42 18177,83
12 30486,84 20194,54 31320,59 10351,67 11787,44 1362,35     13241,08 21775,86
13 21870,98 28851,26 15984,92 9204,47   14785,37     28466,30 7782,75
14 19646,79 22216,99 16435,00 7199,89   16459,26     16930,40   
15 18807,93 5402,79 39900,10 33069,18         6445,30   
16 36354,39   24904,03 18468,30             
17 28957,87   21077,45 17778,19             
18 38346,20   15035,62 15138,40             
19 38083,81   20665,68               
20 36379,29                   
21 38665,56                   
22                     
23                     
24                     
25                     
26                     
                      
Summe 525281,01 323521,90 412147,95 400442,13 235472,95 220575,23 134006,13 167902,67 242128,27 282729,31
Messflächen 21,00 15,00 19,00 18,00 12,00 14,00 7,00 9,00 15,00 13,00
Prozent 62,69% 54,06% 54,37% 55,76% 49,18% 39,49% 47,98% 46,76% 40,46% 54,51%
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Tabelle A 4: Ergebnisse der Knochendichtemessung je Messfenster. 
Genotyp +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
Tiernummer #048 #049 #050 #055 #081 #085 #096 #129 #137 #163 
Schnitt 9 8 8 6 8 7 8 7 5 5 
Geschlecht m m m m m m m m m m 
                      
Messfenster Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] 
1 15576,99 19777,03 21516,67 32144,13 21757,35 13796,49 24275,84 15125,64 33726,73 35737,05
2 4730,55 29075,34 33103,65 6431,25 6784,29 27994,52 10569,37 3799,12 9073,59 25849,50
3 14671,73 26136,14 30649,00 11764,36 17727,12 17698,38 34268,73 25774,17 26154,01 5153,17
4 30075,71 7948,73 38487,92 10629,38 11112,65 36851,70 23502,10 39900,10 27626,17 27990,69
5 14018,01 31911,75 11745,30 14942,42 25004,89 39900,10 11606,77 27968,35 7665,92 7438,01
6 0,00 8222,61 33798,23 23791,29 18133,78 6927,93 10980,50 19641,69 28811,68 24434,80
7 17332,59 23628,50 32502,27   3870,63 16319,45 4223,02 10693,22 19588,70 20122,40
8 14491,70 20559,07 35720,45   17347,27 34551,54 19136,71 15880,86 17998,44 28731,24
9 8794,61 8635,01 26024,42   20519,49 35588,30 25578,81 26175,72 23059,04 35576,18
10 32159,45 26378,09 15342,69   37449,24 29246,43 27065,65 14886,87 27836,84   
11 23168,21 29256,00 9087,64   19857,46 39900,10 27963,88 24416,92 24600,15   
12 21306,00 17647,32 15862,99   16275,40 23022,02 7874,68 21503,90     
13 17879,70   10458,29   22053,56 12677,37 10744,93 9340,45     
14 14165,48   9435,57   33249,20 39900,10 22771,77 21775,22     
15 28941,91   11108,82   21712,02 39900,10 11313,74 26307,87     
16 30165,73   9666,03   26399,80   19245,88 18534,06     
17     13631,78   20790,81   22584,71 8083,43     
18     0,00       21090,86 28281,17     
19               21274,71     
20                     
21                     
22                     
23                     
24                     
25                     
26                     
                      
Summe 287478,37 249175,59 358141,72 99702,83 340044,96 414274,53 334797,95 379363,47 246141,27 211033,04
Messflächen 16,00 12,00 18,00 6,00 17,00 15,00 18,00 19,00 11,00 9,00
Prozent 45,03% 52,04% 49,87% 41,65% 50,13% 69,22% 46,62% 50,04% 56,08% 58,77%  
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Tabelle A 5: Ergebnisse der Knochendichtemessung je Messfenster. 
Genotyp +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
Tiernummer #167 #179 #209 #266 #267 BS-1 BS-2 #033 #042 #093 
Schnitt 5 8 7 8 7 3 6 7 8 9 
Geschlecht m m m m m m m w w w 
                      
Messfenster Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] 
1 18370,63 24914,24 18847,51 30481,73 28521,84 3516,31 6337,41 32172,86 37304,96 26484,07
2 23893,44 28180,94 19134,79 39900,10 17246,40 19966,63 25336,86 27130,13 25511,78 20312,65
3 17543,26 17045,95 6913,24 18482,99 12251,55 20645,25 13041,26 16683,33 28786,78 32566,75
4 21875,45 16153,46 33666,08 12226,66 24320,53 28717,83 16123,46 10474,88 24489,70 28696,13
5 17313,44 39900,10 34593,04 12437,97 5955,00 23026,49 27481,25 6742,15 30698,79 27825,35
6 22433,41 39900,10 1002,29 11722,32 21383,24 15468,46 15528,47 25453,05 21080,64 20552,68
7 36119,45 16643,75 2298,24 23272,91 26374,26 28462,47 13103,82 33936,12 24597,59 18109,52
8 27225,89 15351,63 24259,88 9211,49 15091,80 18815,59   27121,83 30546,85 11828,29
9 39900,00 24976,80 2411,24   30988,63     20741,01 14663,43 21431,76
10   39900,10 7819,77   10845,16       22347,87 18488,73
11   20581,41 18578,75   19523,58       15804,26 19062,02
12   21146,40 13463,88   1609,41       20260,29 9447,70
13   8113,44 33074,28   26427,25         11599,75
14   0,00 0,00   23309,30         19205,02
15   13772,86 19408,03             29425,18
16   25192,58 27559,13             27506,15
17   21847,36               22774,96
18   16328,38               17879,70
19   24919,35               18083,35
20                   1624,73
21                   26659,63
22                   19722,76
23                   0,00
24                   5259,15
25                   9909,26
26                   21406,22
                      
Summe 224674,97 414868,85 263030,15 157736,17 263847,95 158619,03 116952,53 200455,36 296092,94 485861,51
Messflächen 9,00 19,00 16,00 8,00 14,00 8,00 7,00 9,00 12,00 26,00
Prozent 62,57% 54,72% 41,20% 49,42% 47,23% 49,69% 41,87% 55,82% 61,84% 46,83%
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Tabelle A 6: Ergebnisse der Knochendichtemessung je Messfenster. 
Genotyp +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
Tiernummer #105 #110 #128 #133 #147 #148 #196 BS-3 
Schnitt 8 7 8 5 5 3 5 7 
Geschlecht w w w w w w w w 
                  
Messfenster Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] Fläche [µm²] 
1 17499,85 33550,53 17780,75 22307,65 18502,78 14522,99 16170,70 24869,55
2 6866,00 18025,25 21858,21 21582,42 22663,88 32856,59 11885,11 11080,73
3 18898,59 18079,52 23338,03 27873,23 22228,49 13751,16 20091,76 16999,34
4 18245,50 29028,73 39900,10 33735,66 38056,36 29977,40 9842,87 23657,23
5 35813,66 15217,57 28009,21 27977,93 15253,95 21143,84 16037,27 12496,06
6 11730,62 9369,81 15382,91 18435,11 20052,18 34693,27 28094,75 16539,06
7 12294,33 27645,96 12063,86 18829,00 32313,31 32972,78 28542,91 8820,15
8 30793,91 18032,28 15949,81 30260,85   5278,94   29122,58
9 2000,75 7837,01 31253,56 34386,83   7335,87     
10 24836,35 24058,78 16431,17 29635,85   7789,13     
11 4909,30 13606,24 39900,10 12556,07   33746,52     
12 21255,56 23287,59 32003,68 9289,37   8931,87     
13 15638,91 16372,43 15781,27 12946,13         
14 15964,50 28544,83 19994,72 20304,34         
15 3151,15 30207,22 24028,78 30813,06         
16 18299,13 32017,09   35397,42         
17 31088,85 31012,88   31763,64         
18   17379,19   24622,49         
19   39900,10             
20   3657,40             
21   17281,52             
22                 
23                 
24                 
25                 
26                 
                  
Summe 289286,96 454111,93 353676,16 442717,05 169070,95 243000,36 130665,37 143584,70
Messflächen 17,00 21,00 15,00 18,00 7,00 12,00 7,00 8,00
Prozent 42,65% 54,20% 59,09% 61,64% 60,53% 50,75% 46,78% 44,98%  
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Tabelle A 7: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
Verwendete Abkürzungen siehe Tabelle 7. 
 Genotyp + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + 
 Kasten, Wurf 4,01 3,02 1,02 3,03 3,03 3,03 3,03 3,03 1,03 3,05 1,04 
 Tiernummer #011 #017 #026 #045 #047 #048 #049 #050 #055 #081 #085 
 Geschlecht m m m m m m m m m m m 
 Alter (d) 43 78 143 219 185 185 185 185 123 221 101 
                         
1 W: A-S1-S2 171,9 ° 166,1 ° 171,3 ° 169,0 ° 168,1 ° 167,6 ° 169,4 ° 166,6 ° 149,7 ° 169,5 ° 164,5 ° 
2 W: A-S1-C/MOK 71,6 ° 68,7 ° 62,8 ° 71,5 ° 66,1 ° 70,0 ° 73,2 ° 69,9 ° 56,9 ° 74,7 ° 63,8 ° 
3 W: A-K1-C/MOK 87,8 ° 92,1 ° 88,0 ° 92,8 ° 90,2 ° 89,8 ° 85,2 ° 89,3 ° 72,0 ° 96,5 ° 88,0 ° 
4 W: C/MOK-K1-(Tangent an 11/21) 80,6 ° 72,1 ° 76,2 ° 79,6 ° 75,9 ° 75,5 ° 71,7 ° 75,0 ° 58,0 ° 79,3 ° 73,4 ° 
5 W: A-K1-(Tangente an 11/21) 7,2 ° 20,0 ° 11,8 ° 13,2 ° 14,3 ° 14,3 ° 13,5 ° 14,3 ° 14,0 ° 17,2 ° 14,6 ° 
6 A-S1 5,29 mm 8,26 mm 10,11 mm 8,55 mm 9,54 mm 9,12 mm 8,82 mm 8,92 mm 8,31 mm 8,40 mm 9,54 mm 
7 S1-S2 1,97 mm 3,08 mm 2,42 mm 3,80 mm 3,43 mm 3,38 mm 4,07 mm 3,77 mm 2,84 mm 3,58 mm 2,48 mm 
8 S2-S3 8,73 mm 8,75 mm 8,92 mm 8,59 mm 8,35 mm 8,93 mm 8,42 mm 8,88 mm 8,98 mm 9,26 mm 8,47 mm 
9 S3-Oc 5,48 mm 5,10 mm 5,20 mm 5,14 mm 5,29 mm 5,04 mm 5,12 mm 5,36 mm 4,33 mm 4,75 mm 5,01 mm 
10 Oc-C 15,71 mm 15,71 mm 17,60 mm 17,63 mm 17,82 mm 17,47 mm 17,08 mm 17,95 mm 16,71 mm 17,56 mm 17,44 mm 
11 P-C 10,37 mm 11,77 mm 12,17 mm 12,68 mm 12,73 mm 12,28 mm 11,68 mm 12,94 mm 11,78 mm 12,35 mm 12,57 mm 
12 MOK-LAOK 5,21 mm 6,00 mm 6,23 mm 6,67 mm 6,42 mm 7,84 mm 6,26 mm 6,42 mm 4,98 mm 6,28 mm 6,03 mm 
13 MOK-K1 5,36 mm 6,81 mm 6,18 mm 6,36 mm 6,25 mm 6,27 mm 6,27 mm 6,32 mm 6,41 mm 6,48 mm 6,12 mm 
14 MOK-IOK 5,84 mm 6,34 mm 6,82 mm 7,36 mm 7,02 mm 7,18 mm 6,81 mm 7,01 mm 5,66 mm 6,89 mm 6,80 mm 
15 IOK-A 4,84 mm 5,24 mm 5,67 mm 5,78 mm 6,09 mm 5,94 mm 5,88 mm 6,07 mm 4,96 mm 6,12 mm 5,75 mm 
16 MUK-LAUK 2,65 mm 2,99 mm 3,03 mm 3,54 mm 3,30 mm 3,21 mm 3,11 mm 3,27 mm 3,02 mm 3,09 mm 3,35 mm 
17 MUK-IUK 5,06 mm 5,66 mm 5,79 mm 6,23 mm 6,15 mm 5,84 mm 5,68 mm 5,93 mm 4,80 mm 5,70 mm 5,69 mm 
18 LAUK-LAOK 3,37 mm 3,96 mm 4,01 mm 4,70 mm 3,85 mm 3,91 mm 4,00 mm 4,18 mm 2,98 mm 5,25 mm 3,48 mm 
19 ICM zu Go-B 0,64 mm 0,58 mm 1,02 mm 0,96 mm 0,78 mm 0,66 mm 0,73 mm 0,90 mm 0,71 mm 0,68 mm 0,92 mm 
20 V:  IOK-A zu MOK-K1 90,19% 76,97% 91,70% 90,84% 97,52% 94,69% 93,92% 95,94% 77,37% 94,48% 93,95% 
21 V: MUK-LAUK zu MOK-LAOK 50,90% 49,81% 48,71% 53,06% 51,46% 40,98% 49,76% 50,86% 60,59% 49,25% 55,56% 
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Tabelle A 8: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
Genotyp + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + 
Kasten, Wurf 4,06 4,08 1,06 6,02 6,02 4,1 7,02 7,02 5,02 12,01 12,01 Black six 
Tiernummer #096 #129 #137 #163 #167 #175 #179 #180 #209 #266 #267 BS-1 
Geschlecht m m m m m m m m m m m m 
Alter (d) 156 130 130 168 168 166 158 158 133 94 94 174 
                          
1 172,4 ° 164,0 ° 165,6 ° 170,6 ° 167,3 ° 170,8 ° 166,7 ° 166,8 ° 168,8 ° 166,8 ° 163,2 ° 170,5 °
2 70,4 ° 63,2 ° 65,1 ° 71,9 ° 66,8 ° 72,3 ° 67,3 ° 70,9 ° 71,7 ° 69,0 ° 69,2 ° 68,8 °
3 87,3 ° 87,0 ° 90,4 ° 91,4 ° 89,5 ° 90,7 ° 87,1 ° 90,0 ° 95,3 ° 85,1 ° 82,0 ° 92,2 °
4 72,8 ° 69,9 ° 74,8 ° 74,4 ° 72,3 ° 74,1 ° 70,1 ° 73,1 ° 75,4 ° 71,8 ° 63,6 ° 76,4 °
5 14,5 ° 17,1 ° 15,6 ° 17,0 ° 17,2 ° 16,6 ° 17,1 ° 16,9 ° 19,9 ° 13,3 ° 18,4 ° 15,8 °
6 8,93 mm 9,80 mm 9,62 mm 8,81 mm 9,41 mm 8,64 mm 8,62 mm 9,43 mm 8,24 mm 8,54 mm 7,92 mm 8,93 mm
7 3,44 mm 2,99 mm 3,01 mm 3,54 mm 3,16 mm 3,50 mm 3,35 mm 3,53 mm 3,66 mm 3,30 mm 3,58 mm 2,80 mm
8 8,68 mm 8,83 mm 8,57 mm 8,30 mm 8,73 mm 8,90 mm 8,45 mm 9,21 mm 9,01 mm 8,85 mm 8,46 mm 8,49 mm
9 5,56 mm 5,15 mm 5,19 mm 5,59 mm 5,69 mm 5,81 mm 5,55 mm 6,21 mm 4,93 mm 5,28 mm 5,00 mm 5,62 mm
10 17,60 mm 17,73 mm 17,40 mm 17,79 mm 18,22 mm 17,74 mm 17,66 mm 18,63 mm 18,13 mm 16,72 mm 16,70 mm 17,23 mm
11 12,21 mm 12,12 mm 12,05 mm 12,71 mm 12,89 mm 12,32 mm 12,26 mm 13,06 mm 12,79 mm 11,61 mm 11,67 mm 11,56 mm
12 6,26 mm 6,21 mm 6,30 mm 6,25 mm 6,36 mm 6,05 mm 5,91 mm 6,37 mm 5,62 mm 5,79 mm 5,25 mm 6,06 mm
13 6,20 mm 6,39 mm 6,32 mm 6,60 mm 6,43 mm 6,42 mm 6,28 mm 6,64 mm 6,36 mm 5,89 mm 6,36 mm 6,27 mm
14 7,04 mm 6,97 mm 6,51 mm 6,97 mm 6,96 mm 6,88 mm 6,64 mm 7,19 mm 6,41 mm 6,50 mm 5,97 mm 6,61 mm
15 6,19 mm 6,25 mm 5,36 mm 6,14 mm 6,48 mm 5,89 mm 6,22 mm 6,12 mm 5,80 mm 5,40 mm 5,41 mm 5,75 mm
16 3,03 mm 3,26 mm 3,09 mm 3,40 mm 3,35 mm 3,06 mm 3,28 mm 3,44 mm 2,70 mm 3,05 mm 3,05 mm 3,15 mm
17 5,74 mm 5,68 mm 5,97 mm 5,98 mm 5,91 mm 5,71 mm 5,33 mm 6,02 mm 5,03 mm 5,21 mm 5,04 mm 5,77 mm
18 4,02 mm 4,27 mm 4,00 mm 4,57 mm 4,16 mm 4,53 mm 3,65 mm 4,34 mm 4,13 mm 3,80 mm 3,16 mm 3,94 mm
19 0,99 mm 0,74 mm 0,76 mm 0,72 mm 0,63 mm 0,48 mm 0,78 mm 0,77 mm 0,58 mm 0,63 mm 0,67 mm 0,84 mm
20 99,87% 97,78% 84,84% 93,00% 100,76% 91,64% 99,04% 92,15% 91,13% 91,78% 85,08% 91,69%
21 48,43% 52,46% 49,01% 54,37% 52,60% 50,56% 55,47% 54,10% 48,01% 52,76% 58,03% 52,01%
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Tabelle A 9: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
Genotyp + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + 
Kasten, Wurf Black six 2,01 3,03 4,06 4,06 2,03 3,06 4,08 1,06 7,01 7,01 3,07 
Tiernummer BS-2 #033 #042 #092 #093 #105 #110 #128 #133 #147 #148 #159 
Geschlecht m w w w w w w w w w w w 
Alter (d) 86 146 219 190 154 170 138 130 144 183 183 150 
                          
1 169,1 ° 158,2 ° 169,3 ° 170,1 ° 171,9 ° 168,7 ° 171,4 ° 170,9 ° 168,2 ° 155,5 ° 166,2 ° 164,4 °
2 72,7 ° 60,9 ° 68,7 ° 71,1 ° 71,2 ° 70,9 ° 71,6 ° 68,2 ° 72,9 ° 67,5 ° 69,9 ° 62,9 °
3 92,5 ° 80,4 ° 90,1 ° 94,3 ° 92,9 ° 90,6 ° 90,8 ° 90,6 ° 89,7 ° 81,5 ° 87,7 ° 86,5 °
4 78,4 ° 65,6 ° 76,3 ° 78,7 ° 76,1 ° 75,5 ° 77,0 ° 75,4 ° 73,3 ° 64,5 ° 71,7 ° 72,2 °
5 14,1 ° 14,8 ° 13,8 ° 15,6 ° 16,8 ° 15,1 ° 13,8 ° 15,2 ° 16,4 ° 17,0 ° 16,0 ° 14,3 °
6 8,45 mm 8,70 mm 9,37 mm 8,60 mm 8,77 mm 9,37 mm 7,86 mm 8,99 mm 7,82 mm 8,74 mm 8,61 mm 10,09 mm
7 3,74 mm 2,44 mm 3,26 mm 2,93 mm 3,20 mm 3,56 mm 4,16 mm 3,07 mm 3,79 mm 3,80 mm 4,22 mm 3,03 mm
8 8,81 mm 8,83 mm 8,64 mm 9,07 mm 9,06 mm 8,81 mm 9,15 mm 8,69 mm 8,62 mm 8,99 mm 8,87 mm 9,29 mm
9 5,49 mm 5,22 mm 5,43 mm 5,19 mm 5,31 mm 5,69 mm 5,04 mm 5,30 mm 5,41 mm 5,42 mm 4,95 mm 5,95 mm
10 17,82 mm 16,93 mm 17,52 mm 17,74 mm 17,71 mm 17,97 mm 17,64 mm 17,14 mm 17,02 mm 17,61 mm 18,19 mm 18,27 mm
11 12,50 mm 11,59 mm 12,53 mm 12,53 mm 11,19 mm 12,75 mm 12,30 mm 11,96 mm 11,53 mm 12,35 mm 13,37 mm 13,03 mm
12 6,22 mm 5,11 mm 6,59 mm 6,39 mm 6,26 mm 6,59 mm 6,56 mm 6,08 mm 5,78 mm 5,57 mm 5,81 mm 6,43 mm
13 6,20 mm 7,05 mm 6,52 mm 6,44 mm 6,35 mm 6,63 mm 6,14 mm 6,14 mm 6,16 mm 6,83 mm 6,30 mm 6,49 mm
14 6,89 mm 5,94 mm 7,02 mm 7,11 mm 6,90 mm 7,22 mm 7,01 mm 6,67 mm 6,21 mm 6,26 mm 6,70 mm 7,02 mm
15 5,96 mm 5,06 mm 5,95 mm 6,13 mm 5,86 mm 6,47 mm 5,82 mm 5,65 mm 5,51 mm 5,55 mm 6,21 mm 6,11 mm
16 3,46 mm 3,10 mm 3,02 mm 3,44 mm 3,16 mm 3,58 mm 3,25 mm 3,00 mm 2,94 mm 3,13 mm 2,85 mm 3,71 mm
17 5,97 mm 5,27 mm 6,05 mm 6,24 mm 6,15 mm 6,25 mm 6,07 mm 5,56 mm 5,43 mm 5,44 mm 5,09 mm 6,26 mm
18 3,80 mm 3,05 mm 4,84 mm 4,49 mm 4,04 mm 4,15 mm 4,14 mm 3,73 mm 3,86 mm 3,90 mm 4,49 mm 4,58 mm
19 0,87 mm 0,62 mm 0,47 mm 0,62 mm 0,66 mm 0,74 mm 0,66 mm 0,75 mm 0,82 mm 0,70 mm 0,75 mm 0,73 mm
20 96,12% 71,70% 91,35% 95,07% 92,30% 97,61% 94,80% 91,99% 89,50% 81,20% 98,54% 94,05%
21 55,63% 60,73% 45,90% 53,82% 50,52% 54,25% 49,62% 49,33% 50,92% 56,25% 49,14% 57,68%
 
 
 102 
9 A
nhang 
 
Tabelle A 10: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
Genotyp + / + + / + + / + + / + + / + + / + + / + 
Kasten, Wurf 7,02 1,08 1,08 5,02 3,09 12,01 Black six 
Tiernummer #177 #196 #198 #205 #219 #264 BS-3 
Geschlecht w w w w w w w 
Alter (d) 158 96 96 106 102 94 unbekannt 
                
1 165,5 ° 167,5 ° 167,9 ° 173,0 ° 171,1 ° 167,0 ° 164,7 ° 
2 68,5 ° 73,3 ° 77,4 ° 67,2 ° 68,9 ° 73,2 ° 76,8 ° 
3 90,7 ° 95,6 ° 95,1 ° 89,0 ° 93,3 ° 91,1 ° 91,8 ° 
4 73,7 ° 80,6 ° 80,8 ° 76,1 ° 78,3 ° 74,2 ° 77,7 ° 
5 17,0 ° 15,0 ° 14,3 ° 12,9 ° 15,0 ° 16,9 ° 14,1 ° 
6 9,44 mm 9,03 mm 7,71 mm 8,00 mm 9,06 mm 8,32 mm 8,57 mm 
7 3,38 mm 3,43 mm 3,90 mm 2,76 mm 2,88 mm 3,53 mm 4,28 mm 
8 9,65 mm 8,55 mm 8,93 mm 8,72 mm 8,91 mm 8,78 mm 9,03 mm 
9 4,64 mm 5,41 mm 5,56 mm 5,39 mm 5,15 mm 5,71 mm 5,77 mm 
10 18,02 mm 17,51 mm 17,73 mm 16,99 mm 16,88 mm 17,85 mm 18,89 mm 
11 12,48 mm 12,45 mm 12,38 mm 12,33 mm 10,26 mm 12,57 mm 13,20 mm 
12 6,59 mm 6,41 mm 6,38 mm 6,00 mm 6,21 mm 6,27 mm 6,66 mm 
13 6,46 mm 6,38 mm 6,18 mm 5,99 mm 5,97 mm 6,53 mm 6,92 mm 
14 7,24 mm 7,12 mm 7,11 mm 6,65 mm 6,90 mm 6,77 mm 7,42 mm 
15 6,36 mm 5,59 mm 5,69 mm 5,72 mm 5,56 mm 6,13 mm 6,10 mm 
16 3,63 mm 3,25 mm 3,53 mm 3,32 mm 3,18 mm 2,81 mm 3,65 mm 
17 6,35 mm 5,99 mm 5,76 mm 5,17 mm 6,00 mm 5,51 mm 6,25 mm 
18 4,66 mm 4,32 mm 3,90 mm 3,50 mm 4,18 mm 4,81 mm 4,36 mm 
19 0,81 mm 0,67 mm 0,75 mm 0,75 mm 0,72 mm 0,90 mm 0,84 mm 
20 98,58% 87,60% 92,03% 95,51% 93,07% 93,94% 88,15% 
21 55,19% 50,78% 55,36% 55,41% 51,11% 44,77% 54,81% 
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Tabelle A 11: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
Genotyp - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - 
Kasten, Wurf 3,02 3,06 1,06 8,01 10,01 10,01 10,01 10,01 3,06 3,06 8,01 3,07 
Tiernummer #018 #119 #138 #141 #200 #201 #202 #203 #112 #115 #139 #160 
Geschlecht m m m m m m m m w w w w 
Alter (d) 78 92 133 127 93 149 93 149 92 92 127 73 
                          
1 156,0 ° 159,1 ° 165,2 ° 167,1 ° 171,3 ° 155,3 ° 162,4 ° 167,2 ° 170,2 ° 155,7 ° 155,6 ° 170,6 °
2 63,0 ° 58,7 ° 68,3 ° 62,0 ° 71,6 ° 58,7 ° 60,5 ° 73,2 ° 62,3 ° 60,9 ° 47,9 ° 68,1 °
3 86,9 ° 82,4 ° 89,5 ° 91,9 ° 90,5 ° 81,6 ° 84,6 ° 96,5 ° 89,0 ° 74,7 ° 82,6 ° 91,8 °
4 64,3 ° 64,8 ° 72,3 ° 75,6 ° 71,7 ° 65,2 ° 65,6 ° 78,8 ° 73,4 ° 63,2 ° 62,2 ° 76,6 °
5 22,6 ° 17,6 ° 17,2 ° 16,3 ° 18,8 ° 16,4 ° 19,0 ° 17,7 ° 15,6 ° 11,5 ° 20,4 ° 15,2 °
6 7,39 mm 9,67 mm 8,87 mm 9,65 mm 7,70 mm 9,17 mm 9,38 mm 8,77 mm 9,36 mm 8,32 mm 8,58 mm 8,94 mm
7 2,68 mm 2,52 mm 3,60 mm 2,56 mm 3,69 mm 2,59 mm 2,48 mm 3,43 mm 2,62 mm 3,24 mm 2,50 mm 3,01 mm
8 8,10 mm 8,63 mm 7,95 mm 8,17 mm 8,21 mm 8,29 mm 8,05 mm 9,45 mm 8,86 mm 8,71 mm 8,64 mm 8,55 mm
9 5,17 mm 5,42 mm 5,44 mm 5,33 mm 5,06 mm 4,70 mm 5,22 mm 4,92 mm 5,01 mm 5,30 mm 5,15 mm 5,60 mm
10 16,67 mm 17,63 mm 17,32 mm 17,32 mm 16,37 mm 16,12 mm 16,60 mm 17,94 mm 17,44 mm 17,02 mm 16,30 mm 17,48 mm
11 11,92 mm 12,31 mm 12,03 mm 12,32 mm 11,38 mm 11,47 mm 11,08 mm 12,76 mm 11,79 mm 11,75 mm 10,64 mm 12,47 mm
12 5,19 mm 5,21 mm 6,06 mm 5,97 mm 5,37 mm 5,01 mm 5,36 mm 6,20 mm 5,86 mm 4,86 mm 5,06 mm 5,91 mm
13 6,39 mm 6,57 mm 6,41 mm 6,28 mm 6,28 mm 6,23 mm 6,41 mm 6,32 mm 6,14 mm 6,25 mm 6,81 mm 5,89 mm
14 5,90 mm 6,02 mm 6,81 mm 6,76 mm 5,89 mm 6,04 mm 6,07 mm 6,74 mm 6,52 mm 5,79 mm 5,77 mm 6,61 mm
15 5,31 mm 5,56 mm 5,77 mm 5,70 mm 5,56 mm 5,36 mm 5,24 mm 6,12 mm 5,14 mm 4,59 mm 5,49 mm 5,61 mm
16 3,31 mm 2,91 mm 3,35 mm 3,06 mm 2,31 mm 2,74 mm 3,22 mm 2,58 mm 3,15 mm 2,82 mm 2,63 mm 3,02 mm
17 5,37 mm 4,81 mm 5,68 mm 5,60 mm 4,94 mm 5,03 mm 5,48 mm 5,31 mm 5,69 mm 5,12 mm 4,92 mm 5,73 mm
18 3,29 mm 2,93 mm 3,78 mm 4,00 mm 3,37 mm 4,14 mm 3,36 mm 4,92 mm 3,75 mm 3,65 mm 3,21 mm 4,31 mm
19 0,78 mm 1,04 mm 0,93 mm 0,94 mm 0,66 mm 0,74 mm 0,70 mm 0,84 mm 0,83 mm 0,79 mm 0,59 mm 0,64 mm
20 83,17% 84,67% 90,00% 90,81% 88,55% 86,11% 81,86% 96,88% 83,85% 73,40% 80,62% 95,36%
21 63,69% 55,75% 55,30% 51,19% 42,99% 54,67% 60,11% 41,56% 53,66% 57,92% 52,08% 51,10%
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Tabelle A 12: Messwerte der kephalometrischen Analyse der Röntgenaufnahmen. 
 
 
Genotyp - / - - / - - / - 
Kasten, Wurf 1,08 1,08 10,01 
Tiernummer #195 #197 #204 
Geschlecht w w w 
Alter (d) 99 98 105 
        
1 159,6 ° 158,8 ° 168,4 °
2 68,7 ° 57,9 ° 65,0 °
3 82,5 ° 79,2 ° 94,5 °
4 68,0 ° 62,2 ° 73,9 °
5 14,5 ° 17,0 ° 20,6 °
6 7,84 mm 7,60 mm 8,54 mm
7 3,76 mm 2,39 mm 3,02 mm
8 8,26 mm 8,64 mm 9,36 mm
9 5,23 mm 5,05 mm 5,33 mm
10 16,13 mm 16,33 mm 18,16 mm
11 11,07 mm 10,79 mm 12,34 mm
12 4,98 mm 4,66 mm 5,30 mm
13 6,21 mm 6,13 mm 6,00 mm
14 5,46 mm 5,38 mm 5,91 mm
15 5,01 mm 5,60 mm 5,36 mm
16 3,01 mm 2,73 mm 2,41 mm
17 4,83 mm 4,49 mm 4,73 mm
18 2,92 mm 3,12 mm 4,23 mm
19 0,74 mm 0,75 mm 0,39 mm
20 80,76% 91,35% 89,24%
21 60,37% 58,54% 45,43%
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